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Realizou-se neste trabalho a determinação de peróxido de hidrogênio 
(H2O2) em amostras comerciais utilizando sensores eletroquímicos 
baseados em nanopartículas de análogos de azul da Prússia (NPAP). As 
amostras comerciais analisadas foram: creme para clareamento dental de 
uso doméstico, enxaguante bucal, solução antisséptica e creme para 
descoloração de pelos e cabelos. Fez-se a modificação de um eletrodo 
de carbono vítreo (GCE) com as NPAP, que eram encapsuladas por 













Os sensores obtidos foram usados na detecção de H2O2 e aqueles que 
apresentaram os melhores resultados foram empregados na 
determinação de H2O2 nas amostras comerciais. As NPAP foram 
caracterizadas com uso de microscopia de transmissão eletrônica 
(TEM). A caracterização das modificações feitas no GCE ocorreu por 
voltametria cíclica (CV) e espectroscopia de impedância eletroquímica 
(EIS). Utilizou-se os eletrodos modificados para determinação de H2O2 
e curvas de calibração foram obtidas na faixa de 0,1 a 13 mmol L
-1
. 
Obtiveram-se os melhores resultados para modificações contendo 
complexos de melanina-Fe
3+
 com limite de detecção (LD) e de 
quantificação (LQ) de respectivamente 0,14 e 0,42 mol L
-1
. O LD é um 
dos mais baixos encontrados na literatura para sensores não-enzimáticos 
de H2O2. Os parâmetros de validação analisados, além de LD e LQ, 
foram a seletividade, linearidade, sensibilidade, exatidão, precisão e 
robustez. O processo de validação do método analítico mostrou-se 
satisfatório quanto aos parâmetros avaliados. 
 
Palavras-chave: Sensores amperométricos; Eletroanalítica; 






The detection of hydrogen peroxide (H2O2) in commercial samples was 
performed in this work, utilizing electrochemical sensors based on 
melanin-capped Prussian blue nanoparticles analogs (PBNP). The 
samples analyzed were tooth whitening gel, mouth rinse solution, 
antiseptic solution and hair bleaching cream. A glassy carbon electrode 













). The sensors were used on 
the detection of H2O2 and the determination of H2O2 in commercial 
samples was realized by those sensors which presented best results. 
PBNP were characterized using transmission electron microscopy 
(TEM). The modification made on GCE was characterized by cyclic 
voltammetry (CV) and electrochemical impedance spectroscopy (EIS). 
Calibration curves were obtained on the linear range of 0.1 to 13.0 
mmol L
-1
. The best results were obtained for melanin-Fe
3+
 capped 
PBNP, and the detection (DL) and quantification limits (QL) were 0.14 
and 0.42 mol L
-1
, respectively. This DL is among the lowest ever 
published for non-enzymatic H2O2 sensors. The validation parameters 
analyzed, besides DL and QL, were selectivity, linearity, sensibility, 
accuracy and robustness. The analytical method validation seemed to be 
satisfactory regarding the analyzed parameters. 
 
Keywords: Amperometric sensors; eletroanalytical; nanoparticles; 
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 A química analítica é muito versátil, pois reúne dentro da 
mesma temática uma variedade de áreas da química e de outras ciências. 
O motivo principal para justificar o presente trabalho paira na utilização 
de métodos eletroanalíticos para detecção e quantificação de peróxido 
de hidrogênio (H2O2). Este composto é muito importante devido ao seu 
uso abrangente.  
As aplicações para H2O2 incluem todos os meios possíveis: ar, 
água, solo, lodo, resíduos, etc. O uso de H2O2 pode ser verificado em 
indústrias como clarificante de tecidos e papeis, descontaminante de 
solos, tratamento de água potável. Ele pode ainda estar presente em 
cosméticos, fármacos e produtos de higiene pessoal, com aplicações já 
bem estabelecidas como o uso de H2O2 em tratamentos odontológicos. 
A vantagem de se realizar a detecção de H2O2 em certos produtos 
comerciais é de que a matriz contém menos interferentes do que aqueles 
encontrados comumente nas situações de usos industriais.  
 Neste trabalho serão apresentados assuntos relacionados a 
determinação não-enzimática de H2O2 por técnica de 
cronoamperometria. A detecção eletroquímica utilizou eletrodo de 
carbono vítreo (GCE, do inglês glassy carbon electrode) modificado por 
nanopartículas de análogos de azul da Prússia (NPAP). A modificação 
do GCE ocorreu por gotejamento de 2,0 µL da solução contendo as 
NPAP. Os eletrodos modificados foram utilizados na determinação de 
H2O2 em amostras comerciais de uso cosmético e de higiene pessoal.  
O uso de eletrodos quimicamente modificados (EQM) para 
determinação não-enzimática de H2O2 em amostras comerciais foi 
avaliado para a promoção de um método eletroanalítico de aplicação 
fácil e viável para determinações rápidas e precisas, na elucidação de 
problemas analíticos. 
 O trabalho foi ordenado por capítulos que buscam uma 
apresentação lógica, abordando inicialmente o tipo de amostra analisada 
e posterior contextualização dos métodos usados para determinações 
específicas. A partir daqui, espera-se que o leitor possa tomar 
conhecimento a respeito do tema trabalhado nesta tese que se dirige à 









2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
2.1 HISTÓRIA E IMPORTÂNCIA DO PERÓXIDO DE 
HIDROGÊNIO 
 
 O H2O2 é o composto mais simples entre os que possuem o 
grupo funcional peróxido (ligação simples oxigênio-oxigênio) e foi 
descoberto em 1818 pelo químico francês Louis Jacques Thenard 
(SAMANTA, 2008). Suas características ambientalmente corretas são 
uma atração para o uso contínuo deste composto e aumento na demanda 
de síntese (TUNDO et al. 2000). 
 
2.1.1 Aplicações do H2O2 
 
 Pode-se perceber uma variedade grande de emprego de H2O2 na 
indústria e produtos comerciais, porém na maioria das vezes, sua função 
é a mesma: atuar como agente oxidante de outros compostos.  
O H2O2 pode ser usado como agente oxidante em processos 
industriais no clareamento de tecidos e papel, tratamento de água 
potável na pré-oxidação de compostos orgânicos, como agente 
desinfetante de alimentos, bebidas e embalagens, ou em tratamento para 
clareamento dos dentes (WESTBROEK et al. 2007). O emprego do 
H2O2 nestas áreas de processos químicos fez crescer em muito o seu 
consumo nos últimos anos (CAMPOS-MARTIN et al. 2006). O H2O2 é 
ainda usado na agricultura em pequenas dosagens na irrigação do solo 
para fornecimento do O2, como reagente industrial para produção de 
plastificantes, em cosméticos para clareamento de pele, pelos e 
tingimento de cabelos, e mais recentemente em sabões em pó livres de 
cloro para alvejar as roupas (US PEROXIDE, 2014).  
 O comércio de H2O2 vem aumentando devido principalmente à 
inserção gradual deste reagente em detrimento de outros com eficiência 
semelhante, porém mais agressivos ao homem e ao meio ambiente. Cita-
se que por causa de sua reatividade, as soluções de H2O2 podem perder 
até 1% (m/V) de conteúdo por ano (de MATTOS et al. 2003). Isso faz 
com que se estude também o uso de estabilizantes eficientes para H2O2 à 
fim de minimizar as perdas de reagente pela decomposição. Os produtos 
comercializados que contém peróxido usam estabilizantes do tipo 
quelantes, soluções coloidais de estanato, pirofosfato e silicato, além de 
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nitratos e organofosfonatos. Todavia, o tempo de estabilidade da solução 
de H2O2 nem sempre é o mais importante, como por exemplo, no 
tratamento de água potável em que a pureza da solução é mais 
importante (US PEROXIDE, 2014). 
 
2.1.2 Síntese de H2O2 
 
 A síntese de H2O2 é bastante explorada. Como este assunto não 
faz parte do interesse principal do trabalho deu-se uma atenção 
moderada para síntese de H2O2. 
 Embora não possa ser considerado um processo ambientalmente 
correto ou ligado à química verde, o H2O2 pode ser obtido em escala 
industrial através da oxidação de antraquinona (CAMPOS-MARTIN et 
al. 2006). Este processo é o mais amplamente utilizado para síntese de 
H2O2. Outra forma de produção em larga escala é com as células 
combustíveis, com utilização de O2. 
 A oxidação parcial de alcoóis primários e secundários tem 
como produtos o H2O2 mais a cetona ou o aldeído correspondente ao 
álcool (RUST, 1955). A mistura de produtos (álcool que não reagiu, 
H2O2 e cetona ou aldeído) é destilada e o H2O2 fica misturado com a 
água (CAMPOS-MARTIN et al. 2006). A síntese enzimática é outra 
fonte importantíssima de H2O2. As enzimas peroxidase realizam a 
oxidação de compostos orgânicos na presença de O2, formando H2O2 
como um dos produtos. 
 O H2O2 pode também ser sintetizado pela eletrólise da água 
(DROGUI et al. 2001). Os produtos desta reação são H2 e O2, que 
podem ser dispostos na célula eletroquímica por fluxo ou borbulhados 
na solução e gerar H2O2 (HUTCHINGS, 2008; MAEHARA et al. 2008). 
A mesma reação entre H2 e O2 pode ser realizada para produção de 
H2O2 sem necessidade de eletrólise. Para tal, se faz necessário a 
presença de um catalisador eficiente (EDWARDS et al. 2007; 
RATCHANANUSORN et al. 2014). A mistura H2 e O2 pode também 
formar H2O2 sob plasma ou outros métodos físicos (MORINAGA, 
1962). 
 Espécies reativas de oxigênio, como OH˙, O2
-
 e H2O2, podem 
ser formadas sobre a superfície de óxidos semicondutores sob radiação 
ultravileta (UV) (CAI et al. 2003; GOTO et al. 2004). O H2O2 pode ser 
formado a partir de radical superóxido ou por dois radicais hidroxila 
(PETRIER et al. 1994). 
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2.1.3 Propriedades físico-químicas do H2O2 
 
Poucos compostos podem exibir tantas utilidades diferentes 
quanto o H2O2 (US PEROXIDE, 2015). A utilidade de um composto 
está associada às características e propriedades físico-químicas do 
mesmo. Para o uso de H2O2, sua abrangência está associada 
principalmente à propriedade deste composto de ser um agente oxidante 
muito forte (Tabela 1) (de MATTOS et al. 2003). Assim, algumas das 
principais propriedades do H2O2 serão expostas a seguir. Todos os dados 
apresentados daqui em diante nesta seção são referenciados pelo 
Handbook de Química e Física 76ª edição (LIDE, 1995). 
O H2O2 é um líquido incolor podendo também existir na forma 
de gás em temperatura ambiente, com ponto de fusão de -0,43 °C e 
ponto de ebulição de 150,2 °C. A densidade do líquido puro é 1,44 g cm
-
3
, e ele é altamente solúvel em água. Nas soluções comercializadas, sua 
densidade varia conforme a concentração, sendo que geralmente são 
vendidas soluções de H2O2 entre 1 a 30 % (m/v).  
Os valores de potencial padrão (E°) para as semirreações 
envolvendo H2O2 são uma característica muito conhecida para este 
composto e são apresentados na Tabela 1. 
 
Tabela 1. Potenciais padrão de semirreações do H2O2 e outros agentes 
oxidantes. 
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 + 3H2O 1,085 
 
A Tabela 1 traz os valores de E° para H2O2 e para alguns outros 
reagentes que são comumente utilizados como agentes oxidantes em 
processo químicos, como KMnO4, Ce(SO4)2, Cl2 e KIO3. Estas outras 
semirreações que não envolvem H2O2 foram tabeladas para efeito de 
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comparação dos valores de E°, para mostrar o poder que H2O2 tem como 
agente oxidante. 
O H2O2 pode ainda ser incompatível com alguns outros 
reagentes comumente encontrados em laboratório, como cobre, cromo, 
ferro e outros metais e seus sais, alcoóis, acetona, compostos orgânicos 
em geral, anilina, nitrometano e materiais combustíveis. O termo 
incompatibilidade química se refere a substâncias químicas que podem 
reagir entre si. Com o conhecimento acerca de algumas características 
do H2O2, a próxima seção aborda o assunto de determinações analíticas 
de H2O2, relatando alguns trabalhos que empregam metodologias e 
técnicas de análise para determinações deste analito. 
 
2.2 DETERMINAÇÕES ANALITICAS DE H2O2 
 
 O método recomendado pela Farmacopéia Brasileira para 
análise do H2O2 é a titulação redox (FARMACOPÉIA BRASILEIRA, 
2010). As titulações iodométricas, permanganométricas e as com sulfato 
de cério são executadas há bastante tempo. Contudo, alguns 
inconvenientes como o fato do método ser destrutivo, a periculosidade 
das soluções (WOO e KIM, 2004) e ainda o erro associado ao método 
de aproximadamente 10% (CHAI et al. 2004) fazem com que novos 
métodos sejam desenvolvidos. Nesta seção, será feita uma revisão a 
respeito das técnicas utilizadas para determinação deste analito. 
 O uso de métodos espectrofotométricos para determinação de 
H2O2 está bem descrito na literatura, contendo publicações muito 
antigas (BEERS e SIZER, 1951; SELLERS, 1980) e outras bastante 
recentes (SOUZA et al. 2014; HOSHINO et al. 2014). Determinações 
utilizando espectroscopia na região do UV (CHAI et al. 2004) e do 
infravermelho (WOO, 2004) também são bem exploradas e existem 
algumas evoluções nestes métodos, como a portabilidade e não 
destruição das amostras. Para estes trabalhos, foi necessária a 
combinação do H2O2 com outros reagentes que possibilitem a detecção 
do sinal originado.  
 Contudo, os métodos alternativos mais amplamente encontrados 
na literatura para determinações analíticas de H2O2 são os métodos 
eletroquímicos, como os voltamétricos (WESTBROEK et al. 2007), 
amperométricos (GHADERI e MEHRGARDI, 2014) e impedimétricos 
(SHAMSIPUR et al. 2012). A partir de agora, serão descritos trabalhos 
que utilizam os métodos eletroquímicos de análise para determinações 
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relevantes de H2O2 em diversas condições diferentes. As proteínas são 
também uma fonte de modificação de eletrodos para detecção 
eletroquímica de H2O2 (CHEN et al. 2012). A maioria das vezes estas 
moléculas são utilizadas em combinação com outros componentes, para 
formar os biossensores para H2O2. 
 Muito se tem publicado a respeito de determinações 
voltamétricas e amperométricas de H2O2, sendo que pequenas 
modificações nos sistemas de análise são realizadas. 
O azul da Prússia (AP) é o composto mais amplamente 
conhecido como catalisador para a reação de H2O2, depois das enzimas 
peroxidases (KARYAKIN, 2001). A boa performance deste composto 
está associada à sua estrutura policristalina que permite a penetração de 
moléculas pequenas nos interstícios, como o H2O2, enquanto que as 
moléculas maiores não conseguem realizar este caminho (KARYAKIN 
et al. 1996). Por este motivo, o AP e seus derivados estão sempre sendo 
explorados. Exceto o AP propriamente dito, existem trabalhos que 
relatam a detecção de H2O2 com outros catalisadores como 
hexacianoferratos de cobre (FIORITO et al. 2006), níquel (CHAI et al. 
1997), cobalto (WANG, S. et al. 2009), cromo (LIN e TSENG, 1998), 
vanádio (TSIAFOULIS et al. 2005), rutênio (TIAN et al. 2007) e 
manganês (EFTEKHARI et al. 2001).  
 Para este trabalho, buscou-se um aprimoramento na 
nanoestruturação do AP na forma de nanopartículas (NP), por uma rota 
inédita, para buscar-se limites de detecção mais baixos possíveis e 
parâmetros de validação de método analítico satisfatórios. 
 
2.3 SENSORES ELETROQUÍMICOS 
 
 Para relatar corretamente todos os procedimentos adotados no 
trabalho, é interessante um conhecimento concomitante a respeito dos 
princípios químicos que regem a presente pesquisa. Desta forma, uma 
maneira simples de apresentar este assunto seria afirmar que os sensores 
eletroquímicos são uma classe específica de sensores químicos. Para 
chegar aos sensores eletroquímicos, é preciso entender o que são os 
sensores. 
 Sensor é um dispositivo que tem a capacidade de reagir a uma 
variação física externa e transformá-la em um sinal mensurável 
(HANSMAN, 1999; SCHOLZ et al. 2008). A Figura 1 mostra a 








 De acordo com a Figura 1, tem-se da esquerda para direita, o 
ambiente, que é o local onde ocorrerá a variação de uma propriedade 
física. O receptor é o componente que consegue perceber a mudança no 
ambiente, realizando a amplificação e condicionamento do sinal do 
sensor químico. O transdutor tem a função de transmitir a energia do 
receptor na forma de uma grandeza passível de medição. Uma vez que o 
sinal analítico tenha sido obtido, ele será comunicado de maneira 
específica de acordo com o seu transdutor (WANG e ROGERS, 1995). 
Portanto, o transdutor é o componente que denomina a classe do sensor 
químico, ou seja, as variedades existentes de sensores químicos são 
dependentes da forma de transmissão no sinal do receptor através do 
transdutor (RIPKA, 2007; FRADEN, 2010), como os sinais ópticos e 
elétricos.  
 De acordo com o Dicionário de Eletroquímica (SCHOLZ et al. 
2008), um sensor eletroquímico é o sensor em que a informação química 
obtida pelo receptor é transduzida como um sinal elétrico. Ainda, de 
acordo com a propriedade elétrica que é de fato medida, a classe dos 
sensores eletroquímicos pode ser dividida em três subcategorias 
(SCHOLZ et al. 2008; FRADEN, 2010):  
 Sensores potenciométricos: detectam potencial; 
 Sensores amperométricos: detectam corrente elétrica; 





O eletrodo é o objeto utilizado para realizar as medidas 
sensoriais. A reação química de interesse ocorre na superfície dos 
eletrodos, que transmitem o estímulo na forma de uma resposta 
analítica. O material utilizado para os eletrodos que funcionam como 
sensores eletroquímicos é uma superfície eletrocatalítica (RIPKA, 
2007).  Na seção 2.4 será apresentada uma revisão a respeito das 
superfícies catalisadoras comumente utilizadas em eletrodos para 
funcionamento destes dispositivos como sensores eletroquímicos.  
 
2.4 ELETRODOS EM ELETROQUÍMICA ANALÍTICA 
 
Uma vez que a área de interesse deste trabalho é a de sensores 
eletroquímicos para serem usados em determinações analíticas, será 
apresentada uma revisão a respeito do alcance atual dos materiais 
utilizados em eletrodos. Mais à frente, a abordagem ficará cada vez mais 
aplicada ao objetivo do trabalho. 
Os eletrodos à base de carbono foram um dos primeiros 
eletrodos sólidos usados para voltametria. O grafite pirolítico foi uma 
das primeiras formas de utilização de eletrodo sólido. O GCE também 
obteve muita notoriedade a partir das décadas de 60 e 70 na química 
analítica pelo trabalho pioneiro de Zittel e Miller (ZITTEL e MILLER, 
1965) que realizaram um estudo analítico com alguns íons e complexos 
metálicos.  
Outras formas bastante conhecidas de carbono condutor são o 
eletrodo de pasta de carbono (CPE, do inglês carbon paste electrode) 
(ADAMS, 1958; VITŘAS et al. 2009) e o diamante dopado com boro 
(BDD, do inglês boron doped diamond) (LUONG et al. 2009). 
Recentemente as formas nanoestruturadas como grafeno (BENVIDI et 
al. 2014), fulereno (GOYAL et al. 2007) e nanotubos de carbono 
(AHMAD et al. 2014) foram incorporadas aos eletrodos em vários 
trabalhos. O material que produziu grande expectativa a respeito de uma 
utilização eficiente são os eletrodos impressos à base de tintas de 
carbono (TUDORACHE e BALA, 2007).  
Eletrodos à base de carbono vem sendo muito utilizados devido 
às características desejadas para os tipos de análise (HELLER et al. 
2006). O eletrodo deve ser inerte na janela de potenciais de trabalho, de 
alta pureza e resistente a possíveis contaminações causadas por analitos 
e solventes, e ter logicamente, a superfície condutora para não 
influenciar a velocidade da reação de transferência de elétrons (BRETT, 
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1993). A estrutura e hibridização destas formas de carbono são variadas 
e a escolha do eletrodo “ideal” pode estar relacionada ao tipo de analito.  
Existem algumas diferenças a respeito das propriedades dos 
materiais que compõem os eletrodos usados em eletroanalítica, e os 
eletrodos de carbono podem ainda ter suas propriedades divididas em 
duas subcategorias: propriedades do corpo do material (bulk) e as 
propriedades da superfície (McCREERY, 2008). Uma delas é a 
capacitância da dupla camada elétrica (Cdl, do inglês double-layer 
capacitance) (SHI, 1996; PAJKOSSY e KOLB, 2001), que é uma 
característica não comparável entre eletrodos de carbono e eletrodos 
metálicos. Muito porque existe uma diferença enorme quanto à 
porosidade relativa entre estes dispositivos. Outra característica é a 
janela eletroquímica de trabalho dos eletrodos. Os eletrodos de mercúrio 
tem conhecidamente as janelas eletroquímicas mais amplas na faixa de 
potenciais mais negativos, sendo que na faixa de potenciais mais 
positivos o eletrodo de mercúrio apresenta sinal de processo faradaico 
por causa da formação de óxidos (SKOOG, 2006).  
De qualquer maneira, nos limites de potencial mais negativos, a 
sobretensão que deve ser aplicada aos eletrodos de mercúrio para 
desprendimento de H2(g) é muito alta. Eletrodos de carbono, de ouro ou 
de platina tem janelas eletroquímicas semelhantes, sem grande destaque 
de um destes eletrodos em relação aos demais.  
Eletrodos de carbono apresentam uma vantagem sobre eletrodos 
metálicos no que diz respeito a aplicações eletroanalíticas. O carbono 
que compõe o eletrodo não apresenta sinal de processo faradaico na 
faixa de potenciais geralmente alcançada por estes dispositivos. Os 
processos faradaicos comumente observados em um voltamograma de 
eletrodos a base de carbono são a redução de oxigênio dissolvido na 
solução, desprendimento de hidrogênio nos limites de potenciais mais 
negativos e a oxidação da água nos limites de potenciais mais positivos. 
É possível encontrar mais informações sobre o perfil voltamétrico de 
eletrodos de carbono na literatura pertinente (LUO et al. 2001; LUONG 
et al. 2009; WILDGOOSE et al. 2009).  
Os eletrodos metálicos utilizados em eletroanalítica apresentam 
processos faradaicos em seus componentes. Por exemplo, eletrodo de 
ouro ou eletrodo de platina, tem sinais de oxidação e de redução dentro 
da janela de potenciais de trabalho, que são relacionados a formação de 
óxidos metálicos. Assim como para os eletrodos de carbono, o perfil 
voltamétrico dos eletrodos metálicos citados anteriormente pode ser 
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encontrado na literatura adequada (BOND et al. 1997; ROBERTS et al. 
2011; RODRIGUEZ e KOPER, 2014). 
 Estes processos faradaicos limitam a faixa de potenciais que se 
pode trabalhar, ou seja, limita a quantidade e variedade de analitos que 
se pode trabalhar, se estes eletrodos forem utilizados como sensores 
eletroquímicos por voltametria. Se o analito apresentar potencial de 
oxidação ou de redução que coincida com valores de potencial dos 
processos faradaicos do eletrodo em um experimento de voltametria, a 
medição desta grandeza será prejudicada. Para os eletrodos de carbono, 
qualquer analito que apresente potencial de oxidação ou de redução 
dentro da faixa de trabalho deste material, poderá ser medido sem 
maiores limitações.   
 
2.4.1 Eletrodo de carbono vítreo 
 
 O carbono vítreo é um material dos mais importantes para ser 
usado como eletrodo (POCARD et al. 1992). Este material tem 
alcançado uma notabilidade incrível dentro da pesquisa na área de 
eletroquímica, e se tornou referência para o desenvolvimento de novos 
materiais, principalmente no quesito de superação de sua performance 
como sensor eletroquímico. Isto se deve às suas particularidades 
eletroquímicas que incluem resistividade elétrica baixa, 
impermeabilidade a gases, alta resistência química e uma janela de 
potenciais ampla (faixas de potenciais positivos e negativos) (van der 
LINDEN e DIEKER, 1980). Estes são requisitos básicos para utilização 
de um material como eletrodo em eletroanalítica. 
  
2.5 ELETRODOS QUIMICAMENTE MODIFICADOS 
 
A modificação química de eletrodos passou a ser uma 
alternativa útil já que a utilização dos eletrodos simples não satisfazia 
mais às necessidades da química eletroanalítica (ALKIRE, 2009). 
Inicialmente a modificação química de eletrodos foi justificada pelo 
aumento efetivo da área eletroativa que o eletrodo passava a adquirir. 
Ao invés de uma superfície plana, os eletrodos modificados apresentam 
uma estrutura tridimensional muito útil, pois o aumento da área efetiva 
permite que os analitos de interesse possam chegar mais facilmente ao 
centro catalítico condutor e permitir a reação de transferência de carga. 
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Os processos para obtenção de EQM que iniciaram com a 
adsorção de alguns reagentes químicos sobre a superfície de eletrodos 
inertes (MOSES et al. 1975; WATKINS et al. 1975) tiveram uma 
grande expansão e desenvolvimento até se chegar aos dias de hoje em 
que são obtidos revestimentos sobre os eletrodos para que estes atuem 
como os sensores eletroquímicos conhecidos atualmente (BAKKER, 
2004; ZHANG e WANG, 2008; PRIVETT, 2010; KIMMEL, 2012).  
 
2.5.1 Estado da arte 
 
Os revestimentos que se tem relatos na literatura são bastante 
variados. Tem-se modificações por eletrodeposição de preparo simples 
(de LIMA e SPINELLI, 2013) que tornam o trabalho mais atrativo, pois 
a facilidade de obtenção do material faz com que se possa ganhar tempo, 
para que a aplicação em eletroanalítica seja eficiente e relevante. 
Todavia, existem modificações mais sofisticadas por várias técnicas de 
modificação (JIANG et al. 2010; ZAPP et al. 2014; BRONDANI et al. 
2014) que requerem habilidade e tempo na preparação do material. A 
maneira de obtenção do eletrodo modificado é muito particular e isso 
cria uma identidade única para cada eletrodo (ALKIRE, 2009).  
A aplicação à qual o sensor será usado pode depender do 
resultado da modificação. A Figura 2 ilustra o resultado hipotético de 
uma modificação da superfície de um eletrodo genérico. A ilustração é 
feita para retratar o tipo de modificação que se deseja obter, onde se tem 
nanopartículas (cubos azuis que representam o complexo azul da 
Prússia) imobilizadas junto à superfície do eletrodo, com a ajuda de 
outros agentes modificadores. Estas modificações não são classificadas 
como simples. 
Nesta figura, é ilustrado um eletrodo sólido simples com o seu 
suporte (cinza) e o material condutor, como por exemplo, carbono vítreo 
(preto). As NPAP são representadas pelos cubos azuis. Os tamanhos 
diferentes de partículas foram assim representados de forma proposital, 
pois o tamanho final dos compostos não é fixo e de acordo com o 







Figura 2. Ilustração de um eletrodo quimicamente modificado com 
NPAP encapsuladas por outro agente modificador. 
 
 
Embora existam “receitas” para se obter partículas coloidais 
com o mesmo tamanho (MATIJEVIĆ, 1993), nota-se sempre haver uma 
faixa de distribuição de tamanhos. Continuando com a explicação da 
Figura 2, a linha contínua que envolve as NP representa outro 
modificador. Geralmente, utilizam-se polímeros para atuarem como 
modificadores adicionais em eletrodos convencionais. A cadeia 
polimérica, ou qualquer outro modificador secundário, serve neste caso 
de suporte para as NP na superfície do eletrodo assim como servem de 
estabilizante para as mesmas a fim de evitar aglomerações maiores.  
Quando se trabalha com nanopartículas estabilizadas por 
polímeros na superfície de eletrodos, deve-se tomar cuidado de modo a 
evitar que a superfície condutora do eletrodo não seja totalmente 
recoberta pelo polímero, desta maneira bloqueando as áreas que antes 
estavam disponíveis para a aproximação do analito e dos eletrólitos. O 
interessante é obter um contato constante do material condutor do 
eletrodo com as nanopartículas eletrocatalíticas.  
Ainda com relação à Figura 2, a espessura do material 
modificador também é um fator que pode ser controlado. A reprodução 
de uma superfície bem distribuída e organizada não é alcançada 
facilmente e também é fonte de estudo e otimização para uma boa 
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adequação desta necessidade ao resultado final de desempenho do 
eletrodo. 
 As técnicas de modificação de eletrodos mostram dependência 
de uma propriedade específica: a solubilidade. Os modificadores podem 
ser incorporados ao eletrodo pela preparação de uma solução contendo o 
modificador. Esta solução pode ser aplicada por gotejamento, imersão 
ou deposição eletrolítica. Contudo, quando o modificador não pode ser 
utilizado em sua forma solúvel, a alternativa é utilizar o modificador na 
forma de pó. Nestes casos, o CPE é um eletrodo muito útil, pois sua 
construção permite a incorporação de modificadores sólidos na forma de 
pó. Geralmente polímeros são os principais aditivos dos CPEs, além dos 
biossensores que usam enzimas.  
As propriedades interfaciais oriundas da construção do eletrodo 
modificado, assim como em qualquer segmento da química de 
superfícies, não podem ser determinadas a priori, porém o efeito 
desejado pode ser alcançado pela correta construção do eletrodo. Não se 
pode esquecer o objetivo principal para se realizar uma modificação da 
superfície de um eletrodo, que é a melhora na sensibilidade e/ou 
seletividade do material para conduzir uma reação (ou reações) de 
transferência de elétrons. Se o modificador consegue obter uma resposta 
superior àquela obtida pelo eletrodo sem modificação, pode-se 




 Os eletrodos utilizados em eletroquímica analítica servem de 
substrato para realização das modificações. Os eletrodos sem 
modificação podem ser chamados de eletrodos convencionais. A 
performance destes eletrodos é limitada pela solução em que ele está 
imerso, o material do eletrodo e o potencial aplicado para mover a 
reação (ALKIRE, 2009). Uma maneira de contornar esta limitação do 
eletrodo é pela modificação de sua superfície (WANG, J. 1991).  
 Os modificadores químicos podem interagir com o substrato de 
duas maneiras possíveis: adsorção na superfície ou ligação covalente 
com o material do eletrodo (BLONDER et al. 1998). Com o eletrodo 
modificado, o material resultante é capaz de melhorar a seletividade, 
sensibilidade e eletrocatálise para a reação de interesse.  
 É possível se trabalhar com diversos substratos na modificação 
de eletrodos. Entre os mais utilizados pode-se citar o vidro 
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(KRASTEVA et al. 2002), carbono (WANG et al. 2006; 
LAOCHAROENSUK et al. 2007), substratos metálicos (SAHARI et al. 
2008) e o papel recentemente (SANTHIAGO et al. 2014).  
 
2.5.3 Métodos de modificação 
 
Como são muitas as rotas publicadas e conhecidas para 
modificação de um eletrodo, pode-se fazer um resumo acerca das 
possibilidades de modificação química da superfície deles. Como nos 
primeiros trabalhos de modificação da superfície de eletrodos os 
processos eram mais rústicos e menos planejados, as modificações 
funcionavam melhor para moléculas-alvo menores e simples como, por 
exemplo, espécies de oxigênio (HUANG et al. 2004), H2O2 (EVANS et 
al. 2002) ou metais em nível traço (AGRAZ et al. 1993). 
 
2.5.3.1 Modelos estruturais 
 
Com o conhecimento maior do que se desejava realmente com 
as modificações, foram elaboradas e desenvolvidas técnicas de 
modificação do eletrodo utilizando modelos estruturais. A Figura 3 
mostra o resultado de uma modificação química sobre um eletrodo 
convencional, onde foi utilizado inicialmente um modelo estrutural para 
posterior deposição de partículas de AP. 
Nesta figura é apresentado o resultado final da modificação. A 
distribuição uniforme e equidistante das NPAP foi assim representada 
para ilustrar a eficiência de atuação quando se utiliza um modelo 
estrutural, servindo de referência para a acomodação dos compostos a 
serem depositados. Estes compostos irão ocupar os espaços permitidos 
pelo modelo, que geralmente são compostos químicos que apresentam 
















2.5.3.2 Gotejamento (casting) 
 
 O gotejamento (ou casting) é uma técnica de modificação de 
eletrodos das mais simples. Esta técnica consiste em gotejar uma 
solução contendo o agente modificador sobre a superfície do eletrodo a 
ser modificado. O volume de solução depende da área do eletrodo, mas 
geralmente é de poucos microlitros. Após o gotejamento da solução, o 
eletrodo é deixado em repouso para que o solvente possa evaporar, e 
então tem-se a formação de um filme sobre a superfície do eletrodo.  
 Para a detecção de H2O2, pode-se citar a modificação de 
eletrodos com nanofios de Pt/TeO2 (GUASCITO et al. 2013) pela 
técnica de casting, nanopartículas de platina (PtNP) combinadas com 
nanotubos de carbono (NTC) (HRAPOVIC e LOUNG, 2003) e ainda 
nanocompósitos de grafeno/Fe3O4 (WANG, Y. et al. 2012). O casting é 
muito importante para os procedimentos de modificação de eletrodos 
pois utiliza pouca quantidade de solução e forma filmes reprodutiveis. 
 
2.5.3.3 Modificação camada por camada 
 
Uma forma de modificação química introduzida por Decher 
(DECHER et al. 1992) foi a chamada preparação camada por camada 
(ou em inglês layer-by-layer – LbL como é mais comumente conhecida 
esta técnica) onde se construía uma modificação a partir da imersão 
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alternada do eletrodo de trabalho em soluções contendo polieletrólitos 
carregados positiva e negativamente. A Figura 4 mostra o procedimento 
simples para o preparo de uma bicamada na superfície de um eletrodo 
através desta técnica. 
 
Figura 4. Técnica de modificação layer-by-layer. 
 
 
De acordo com a Figura 4, um eletrodo comum com sua 
superfície habitual pode ser modificado pela técnica de LbL. Tomando 
como exemplo um eletrodo com superfície metálica que é carregada 
negativamente, o procedimento de LbL deve iniciar com a imersão deste 
eletrodo metálico em uma solução (entre 5 e 30 min) contendo um 
componente carregado positivamente pois assim existe interação 
eletrostática favorável para aderência de uma camada heterogênea sobre 
a superfície do eletrodo. Após o período, o eletrodo deve ser retirado da 
solução e transferido para outro béquer contendo apenas água destilada 
para lavar o eletrodo e remover as moléculas que não estão adsorvidas 
na superfície do substrato.  
A imersão posterior do eletrodo em uma solução (meso tempo 
de imersão) contendo um componente carregado negativamente leva à 
incorporação do mesmo sobre a superfície que estava com carga 
positiva na superfície. Em seguida o eletrodo deve ser imerso em água 
destilada para remover as moléculas que não ficaram adsorvidas de 
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forma efetiva. Este procedimento é compreendido como a preparação de 




 A eletrodeposição é uma técnica utilizada há mais de um 
século. A eletrodeposição é realizada em solução, e é baseada em 
deposição eletrolítica de um material sobre outro. Esta técnica consiste 
em depositar um composto sobre uma superfície, através da interação 
eletrostática causada por uma diferença de potencial ou de carga. Com 
esta técnica é possível a obtenção de filmes finos bem estruturados e de 
qualidade. Eletrodeposição tem aplicações muito amplas como na 
indústria de semicondutores, contatos metálicos, chapeamento e 
decoração (SCHWARZACHER, 2006).  
 Uma deposição eletrolítica pode render bons depósitos, 
sobretudo se for possível um controle acerca da velocidade de 
deposição, difusão do material, corrente de troca e ainda escolhendo-se 
adequadamente a estrutura do substrato (WADE, 2001). O eletrodo de 
filme de bismuto (BiFE, do inglês bismuth film electrode) é um dos 
exemplos mais claros sobre o que é eletrodo quimicamente modificado 
obtido por eletrodeposição. Foi possível a determinação de vitamina B2 
(SÁ et al. 2015), vitamina B12 (KREFT et al. 2012), sulfadiazina 
(CAMPESTRINI et al. 2010) e progesterona (de LIMA e SPINELLI, 
2013) com BiFE. 
 Eletrodeposição de outros metais como platina (SPĂRATU et 
al. 2009), ouro com grafeno (DING et al. 2014) e de antimônio (DEY et 
al. 2014) são exemplos de como a eletrodeposição é simples e eficiente, 
pois basta ter uma solução com o material de interesse e uma fonte de 
energia externa. Contudo, não são apenas compósitos metálicos que são 
eletrodepositados. Tem-se trabalhos sobre EQM por eletrodeposição de 
polianilina (ORATA e SEGOR, 2000), tetrametoxisilano (WANG, G. et 
al. 2008) e eletropolimerização com vários monômeros em solução 
(BRANZOI et al. 2009).  
 A eletrodeposição de azul da Prússia e seus análogos também 
foi estudada. Um sensor não enzimático para H2O2 foi construído pela 
eletrodeposição de AP sobre eletrodo de ouro (ZHANG, Y. et al. 2011). 
Ainda, a performance de AP eletrodepositado sobre diferentes eletrodos 
de carbono vítreo foi averiguada (RICCI et al. 2002). Um conteúdo 
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maior abordando a construção dos sensores eletroquímicos baseados em 
eletrodos modificados com AP é apresentado na seção 2.6.4. 
 
2.5.3.5 Aditivos em eletrodos de pasta de carbono 
 
Os modificadores podem ser incorporados ao eletrodo pela 
preparação de uma solução contendo o modificador. Esta solução pode 
ser gotejada, pode ser utilizada para deposição eletrolítica ou o eletrodo 
pode ser imerso nela, etc., contudo nem sempre é possível utilizar o 
modificador em sua forma solúvel. A alternativa que resta é utilizar o 
modificador na forma de pó. Nestes casos, o CPE pode funcionar como 
substrato para a modificação. O CPE é muito útil, pois a construção 
deste eletrodo permite a incorporação de modificadores sólidos na forma 
de pó. Geralmente polímeros são os principais aditivos dos CPEs. A 
modificação do CPE é realizada por método diferente daquele utilizado 
para eletrodos sólidos.  
O momento da construção do CPE é a única etapa para a adição 
de agentes modificadores. A Figura 5 ilustra o aspecto final de um 
eletrodo de pasta de carbono quimicamente modificado. De acordo com 
a Figura 5, os componentes modificadores ficam distribuídos por toda a 
pasta de carbono.  
Uma das vantagens do CPE é que sua superfície pode ser 
renovada apenas com a raspagem da superfície. Os outros eletrodos 
modificados precisam de uma renovação completa de suas superfícies 
pela construção de uma nova modificação. Como é possível renovar a 
superfície do CPE, é importante que a mistura grafite/modificador esteja 
bem uniforme, pois a quantidade de modificador na superfície do 





















 O uso de NP pode ser destacado dentro desta revisão sobre a 
modificação de eletrodos, pois muitos materiais nanoestruturados são 
ótimos catalisadores e podem assim fazer parte do sistema para detecção 
eletroquímica. A utilização de NP veio aflorar quando os pesquisadores 
da área de eletroanalítica perceberam a necessidade de um controle mais 
rigoroso da modificação em termos de nanoescala (ALKIRE, 2009). As 
NP podem melhorar o sinal analítico através do aumento efetivo da área 
disponível para reação, aumento da condutividade e/ou funcionar como 
catalisador.  
A ideia de associar o controle de nanoescala ao uso de 
nanopartículas originou trabalhos nas áreas de eletrocatálise em células 
combustível (TIAN et al. 2007; XIAO et al. 2012) até aplicações como 
biossensores (KONG et al. 2008; BRONDANI et al. 2013; YU et al. 
2015). Faz-se muito uso da interação eletrostática simples existente 
entre a superfície do eletrodo e da nanopartícula. Esta parte da 
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construção do sensor eletroquímico através do uso de NP incorporadas 
ao eletrodo pela ajuda de imobilizador é de interesse fundamental para o 
prosseguimento do trabalho. 
 Nanopartículas eletroativas são modificadores químicos que se 
pode usar para mudar as propriedades da superfície dos substratos. As 
NP tem aplicações em muitas áreas da química.  
Quando o termo nanopartícula é utilizado, é importante 
entender e diferenciar a especificidade deste material. As nanopartículas 
abrangem o grupo de nanoestruturas eletroativas, nanoestruturas 
metálicas e os semicondutores. As NP eletroativas diferenciam-se das 
demais por causa de sua capacidade de sofrer processos de oxidação ou 
redução de todos os seus centros metálicos (BUTTRY, 2009). As NP 
metálicas e os semicondutores são conhecidos por sofrer processos de 
oxidação ou redução apenas na interface.  
 A ideia de ter-se uma superfície nanoestruturada é atrativa, pois 
o material em nanoescala possui características superiores e algumas 
vezes completamente diferentes daquela encontrada nos materiais com 
grãos maiores (GURRAPPA e BINDER, 2008). Estas propriedades 
incluem dureza, condutividade, difusão, densidade, resistência à 
corrosão e ao desgaste, entre outras. Geralmente, considera-se que o 
material deva ter tamanho de até 100 nm em pelo menos uma dimensão 
para ser classificado como nanomaterial.  
Contudo, para que um nanomaterial tenha propriedade diferente 
daquela encontrada no material com dimensões maiores, o tamanho do 
nanomaterial deve estar abaixo do tamanho crítico capaz de modificar 
alguma de suas propriedades (ZARBIN, 2007).  
 Nanopartículas de óxidos metálicos tem sido amplamente 
empregadas na modificação de eletrodos convencionais (ALKIRE, 
2009). Um dos materiais em nanoescala mais desenvolvidos é o dióxido 
de titânio (TiO2), pois existem inúmeras publicações, além das formas 
de obtenção (GUPTA e TRIPATHI, 2010).  
O TiO2 na forma de NP é muito mais efetivo como 
fotocatalisador do que o material com dimensões maiores (HAN e BAI, 
2009). Como material modificador de eletrodos, TiO2 foi depositado 
sobre fios de titânio para oxidação de H2, CO e gerar metanol 
(HAYDEN et al. 2001), sobre eletrodo de óxido de estanho dopado com 
índio (ITO, do inglês indium tin oxide) para oxidação de hidroquinona, 
ácido ascórbico e dopamina (STOTT et al. 2006), e ainda em 





 (MILSOM et al. 2007). As NP de TiO2 apresentam 
geralmente um par redox referente à passagem de Ti(IV) para Ti(III) e 
vice-versa. 
 As nanopartículas de ouro (AuNP) mencionadas no parágrafo 
anterior também são amplamente utilizadas na modificação de eletrodos. 
As aplicações deste material são inúmeras (YAH, 2013) e isso faz com 
que as modificações de eletrodos com AuNP propiciem a investigação 
de uma faixa ampla de reações.  
A oxidação de dopamina é uma das reações mais caracterizadas 
para EQM com AuNP (KURNIAWAN et al. 2009). O uso desta 
modificação (AuNP) para construção de biossensores também é bastante 
ampla (BRONDANI et al. 2013; DAVIS et al. 2013). Além de 
combinações com TiO2, AuNP também podem ser associadas com Ag 
(SHIBATA et al. 2002), Pd (SHAMSIPUR et al. 2014), Pt (CHAUHAN 
et al. 2012) entre outras. 
 Como visto, NP de metais nobres são bastante estudadas. 
Porém, alguns outros materiais que não são de metais nobres também 
são sintetizados na forma de nanopartículas. Tem-se a obtenção de NP 
compostas por Fe2O3 (KAMALI et al. 2014) e CuO (ASADBEIGI et al. 
2012).  
Uma das NP mais exploradas nos últimos anos, com aumento 
anual de publicações são as nanopartículas de azul da Prússia e seus 
análogos. Todavia, as NPAP serão abordadas com mais informações na 
seção 2.6.4. 
Muitas nanopartículas eletroativas podem ainda ser utilizadas 
com sucesso na modificação da superfície de eletrodos (ALKIRE, 
2009). Um grande salto, porém foi dado ao se examinar a necessidade 
de um agente adicional para minimizar os efeitos energéticos da 
aglomeração destes nanocompostos sobre a superfície dos eletrodos. As 
nanopartículas desempenham muitas funções dentro das áreas 
tecnológicas devido ao seu grande leque de propriedades.  
A eletroatividade é o fator decisivo para o uso deste tipo de 
material na área de eletroanalítica. Quando se trabalha com 
nanopartículas, no próprio processo de síntese se utiliza um agente 
encapsulante com o objetivo de evitar aglomeração dos nanocompostos 
com a distribuição mais adequada da energia interfacial. Pode-se indicar 
então que o agente encapsulante da NP seja capaz de imobilizá-la junto 




2.6.2 Nanotubos de carbono 
 
Com o aumento do conhecimento e controle das variáveis 
envolvidas na modificação da superfície dos eletrodos, foi possível 
almejar estudos para o reconhecimento de sistemas mais complexos. A 
grande atenção dos trabalhos era voltada para o desenvolvimento de 
procedimentos para realizar a nanoestruturação controlada da 
modificação química. Além da utilização de nanopartículas 
incorporadas à superfície do eletrodo (de LIMA et al. 2014), utiliza-se 
muito os nanotubos de carbono (BALASUBRAMANIAN, 2006) e fios 
moleculares (LIU et al. 2007) imobilizados na superfície dos eletrodos. 
 Muito se tem publicado a respeito da utilização de NTC, e o 
grande aumento se deve à promessa deste material ser uma ferramenta 
promissora na funcionalização de superfícies (ALKIRE, 2009).  
De fato, a funcionalização de NTC ocorre bastante, pois o 
carbono em todas as suas formas alotrópicas permite tal procedimento. 
A seguir serão citados alguns casos mais relevantes do uso de NTC na 
modificação de eletrodos.  
 O desenvolvimento de sensores e biossensores é um dos pilares 
das aplicações de NTC em eletroquímica. Os NTC são substratos muito 
bons para imobilização de proteínas e posterior modificação de 
eletrodos (AGÜÍ et al. 2008). Além de proteínas, as enzimas também 
são imobilizadas sobre NTC. Glicose oxidase foi imobilizada em NTC 
em vários trabalhos (GIUSEPPI-ELIE et al. 2002; RUBIANES e 
RIVAS 2003; WANG et al. 2003). Aplicados na análise de H2O2. 
 A funcionalização de NTC abre uma porta enorme para o 
desenvolvimento de novos materiais híbridos (ALKIRE, 2009), ainda 
mais porque este procedimento de funcionalização serve para superar 
um dos problemas que mais incomodam nos NTC, que é sua dispersão 
em solventes principalmente aquosos.  
Para NP e CNT como modificadores, usa-se muito 
imobilizadores destes modificadores. O imobilizador pode ser um 
polímero, um surfactante ou um composto polar que tenha a capacidade 
de formar camadas auto-organizadas (SAM, do inglês self assembled 
monolayer) sobre a superfície do eletrodo. O emprego de uma SAM 
aliado ao uso de nanopartículas vem sendo estudada, além de que 
muitos autores consideram esta área muito nova, e com grande potencial 
para evolução (ALKIRE, 2009). Neste trabalho porém, não houve 
exploração desta técnica. 
56 
 
O imobilizador pode também desempenhar a função de um 
antiagregador. Já que é difícil a interação eletrostática entre o eletrodo e 
a nanopartícula, por compartilharem cargas de mesmo sinal, o 
imobilizador exerce um papel fundamental na busca pela modificação 
eficiente, pois ele permite a arquitetura do sistema idealizado.  
Nota-se que quando é feita mais de uma etapa de acumulação 
na superfície de um imobilizador e da nanopartícula, o procedimento 
torna-se o método LbL, já mencionado no texto, que é a exposição 
alternada do eletrodo de trabalho a soluções contendo um componente 
imobilizador e outra contendo a nanopartícula (ou o modificador 
eletroativo). 
 
2.6.3 Polímeros molecularmente impressos 
 
O uso de polímeros molecularmente impressos (MIP, do inglês 
molecularly imprinted polymer) e de polímeros não impressos (NIP, do 
inglês non-imprinted polymer) foi uma alternativa que produziu muitos 
resultados interessantes para a fabricação de sensores eletroquímicos. 
Alguns polímeros impressos possuem características específicas e fazem 
com que o tipo de modificação tenha que se adaptar a estas 
características.  
Alguns MIPs e NIPs podem ser usados nos métodos 
tradicionais de modificação de superfícies de eletrodos, como o 
gotejamento (casting), imersão em solução contendo o modificador (dip 
coating, LbL) e eletrodeposição (YANG et al. 2011). Existe porém, 
casos em que os polímeros impressos são sólidos insolúveis nos 
solventes mais comuns e menos tóxicos, assim faz-se necessário utilizar 
o material obtido na forma sólida. O CPE é a melhor alternativa para 
superar esta limitação. A adição de MIPs à composição dos eletrodos de 
pasta de carbono é muito comum (ALIZADEH et al. 2012; 
GHOLIVAND et al. 2012) e sua exploração continua sendo útil na 
química eletroanalítica. 
Os MIPs são polímeros sintetizados para desempenhar alguma 
especialidade conhecida (McCLUSKEY et al. 2007). Na maioria das 
vezes, procura-se que o MIP imite o comportamento de moléculas 
biológicas, ou seja, que consiga ser capaz de promover uma interação ou 
ligação química específica mimetizando os processos naturais. Para isto, 
os MIPs fazem uso de sítios de interação específicos, enquanto que 
sítios de interação não específicos podem existir em outros materiais (os 
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NIPs, por exemplo). O desenvolvimento dos MIPs busca como resultado 
que o material tenha uma afinidade preferencial pelo modelo utilizado 
para a impressão, em comparação a outras moléculas que possam 
também se ligar ao sítio de reconhecimento molecular (MAHONY et al. 
2005; QUINT, 2014). 
  
2.6.4 Complexo azul da Prússia e seus análogos 
 
O uso do complexo azul da Prússia como modificador químico 
de eletrodos já é observado há algum tempo. Muito se tem publicado a 
respeito da síntese, preparação e caracterização de eletrodos 
modificados com AP e posterior aplicação como sensor ou detector 
óptico e eletroquímico.  
O primeiro registro de aplicação do complexo azul da Prússia 
foi publicado em 1824 (THE LANCET) no famoso periódico The 
Lancet que falava sobre o uso de complexos ácidos azuis contendo íons 
ferro para tratar animais envenenados com ácido cianídrico.  
A partir das décadas de 1960 e 1970 começaram a ser 
publicados números maiores de trabalhos relatando o uso de complexos 
de AP e seus análogos, porém grande crescimento de aplicações foi 
visto a partir da década de 1980. A Figura 6 apresenta um gráfico de 
barras em que são contabilizados os trabalhos publicados com o tema 
azul da Prússia até a data de impressão deste manuscrito. 
É notável o aumento significativo de trabalhos envolvendo este 
complexo. Do total, cerca de 20% dos trabalhos pertencem à área de 
eletroanalítica. Conforme é visto na Figura 6, o crescimento substancial 
de publicações a partir da década de 1980 coincide com o 
desenvolvimento mais acentuado da obtenção de sensores 
eletroquímicos. Nos tempos atuais em que esta área da química analítica 
está em grande expansão, nota-se o elevado número de trabalhos 
envolvendo AP.  
O gráfico da Figura 6 está dividido em duas partes. Até a coluna 
representando 2010, a contagem de publicações foi dividida por 
décadas. A partir de 2011, a contagem foi realizada ano a ano. No ano 







Figura 6. Quantidade de trabalhos publicados envolvendo o complexo 
azul da Prússia. 
 
Alguns trabalhos que empregam AP como modificador de 
superfícies o usam como detector voltamétrico, amperométrico e óptico. 
Geralmente, o alvo preferido quando se usa AP como modificador 
químico é o H2O2 (RICCI e PALLESCHI 2005). Dentro da área de 
modificação de eletrodos, pode-se citar como trabalho importante que 
serve de referência para muitos outros o de Itaya et al. (ITAYA et al. 
1981) em que a modificação de eletrodo de SnO2 com AP foi utilizada 
para confecção de um dispositivo eletrocrômico. A medida da banda de 
absorbância do eletrodo era usada para detecção da mudança do estado 
de oxidação do complexo. O princípio de funcionamento deste 
dispositivo é justificado pelas características diferenciadas do complexo 
azul da Prússia. 
  Consensualmente, o complexo azul da Prússia é formado por 
centros metálicos de Fe(II) e Fe(III), ligantes CN
-
 (posicionados nas 
arestas da estrutura) e contraíons de K
+
 (distribuídos nos interstícios da 
estrutura), em uma geometria cúbica de face centrada. A Figura 7 
apresenta a ilustração desta estrutura. Existem casos em que AP obtido 
por eletrodeposição origina uma estrutura considerada amorfa 




Figura 7. Estrutura química do complexo azul da Prússia. 
 
 
O comportamento eletroquímico deste complexo é também 
muito interessante, e faz com ele tenha versatilidade dentro das 
diferentes áreas da química. De acordo com publicações relatando o 
comportamento eletroquímico e eletrocrômico deste complexo 
(DeLONGCHAMP  e HAMMOND 2004), as habilidades analíticas do 
AP se explicam pelos pares redox presentes nele. 
Quando os dois centros metálicos possuem Fe(III) o complexo 
apresenta coloração verde/amarela. Se nos centros metálicos se 
encontram apenas Fe(II), este complexo apresenta coloração branca. Se 
o complexo adquirir valência mista com Fe(II) e Fe(III), sua coloração 
torna-se azul intenso (azul da Prússia).  
Baseado nesta propriedade, a modificação de eletrodos com AP 
encontra bons aliados para estimular sua produção, pois as detecções 
óptica e eletroquímica funcionam muito bem para este caso. Na seção 
3.3.5.1 é feita uma explicação mais detalhada a respeito do 
comportamento eletroquímico dos complexos azul da Prússia e seus 
análogos, que foram utilizados no trabalho. 
Com relação à detecção óptica utilizando AP, Koncki et al. 
(KONCKI et al. 2000) explicaram algumas formas de detecção 
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utilizando filmes finos de AP depositados sobre substrato não condutor. 
Interessante notar neste trabalho a capacidade de seleção do eletrodo 
modificado com AP no sinal analítico para compostos semelhantes com 
o mesmo grupo funcional.  
O princípio de funcionamento do sistema de detecção é a 
redução do complexo azul da Prússia de um centro metálico de Fe(III) 
para Fe(II) enquanto ocorre a oxidação do analito. A redução do 
eletrodo fornece um complexo de coloração branca, sendo detectada a 
mudança no comprimento de onda refletido pelo eletrodo. Com o uso de 
espectrofotômetro, a geração do sinal analítico é detectada. O mesmo 
grupo de pesquisa ainda mostrou a possibilidade de análise de fármacos 
utilizando a mesma técnica (LENARCZUK et al. 2001).  
Ressalta-se a comparação de eficiência do método óptico com 
eletrodo modificado com aquele indicado pela farmacopeia para análise 
de medicamentos. O uso do complexo azul da Prússia nestes casos é 
importante já que o mesmo possui a capacidade de desempenhar dois 
papéis no método de análise: um como agente oxidante dos analitos e 
outro como dispositivo de sensibilidade óptica. 
A combinação de papéis simultâneos desempenhados pelo 
complexo AP foi também verificado por outro grupo de pesquisa 
(DeLONGCHAMP e HAMMOND, 2004), sendo obtida uma 
performance eletrocrômica muito boa do eletrodo modificado com AP e 
polietilenoimina via modificação LbL e ainda a capacidade de 
dissolução controlada para liberação de fármacos simultaneamente.  
O eletrodo modificado, ao reduzir um centro de Fe(III) a Fe(II), 
faz dissolver as camadas de modificador depositadas sobre o eletrodo 
pois ao ser reduzido, o complexo AP passa ao estado neutro não 
compartilhando mais carga elétrica necessária para interação na 
superfície do eletrodo e sustentação na estrutura, provocando, desta 
maneira, sua dissolução. 
Como sensor eletroquímico o AP foi relatado recentemente 
(ORELLANA, 2009) como eficiente na detecção de hidrazina onde a 
presença do analito foi responsável pela mudança do perfil 
ciclovoltamétrico do eletrodo de carbono vítreo modificado com AP 
nanoestruturado, que foi depositado eletroquimicamente sobre o 
eletrodo com o uso de um modelo estrutural de esferas de poliestireno. 
Este sistema de detecção indireta a partir da mudança de perfil 
voltamétrico do eletrodo pode ser muito eficiente na determinação de 
analitos que interagem de alguma forma com o modificador do eletrodo.  
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Esta detecção indireta difere da detecção eletroquímica direta 
no aspecto da origem do sinal analítico. A determinação direta é feita 
pelo sinal elétrico gerado pelo próprio analito e não um sinal oriundo da 
interação da molécula de interesse com um componente específico do 
eletrodo modificado. 
No caso de biomoléculas, um GCE modificado com AP foi 
usado com o estabilizante polivinilpirrolidona e nanotubos de carbono 
de paredes múltiplas para detectar glicose (LI et al. 2008), e um eletrodo 
de ouro modificado com AP estabilizado com quitosana foi utilizado 
para imobilizar a enzima glicose oxidase (WANG et al. 2009) para 
detectar o mesmo analito. Para o primeiro trabalho mencionado neste 
parágrafo para determinação amperométrica de glicose, o GCE 
modificado respondeu bem para uma faixa ampla de concentrações (2,0 
x 10
-6




) de glicose adicionada à solução, sendo que a 
reação catalisada foi com H2O2 liberado durante a reação enzimática.  
No segundo caso, o eletrodo modificado com AP/quitosana 
também agiu como eletrocatalisador para H2O2. A determinação de 
H2O2 foi realizada com um sensor amperométrico com adições 
sucessivas de solução contendo glicose e aumento proporcional da 
corrente. Mesmo com a adição de possíveis interferentes como os ácidos 
úrico e ascórbico, a resposta do eletrodo ao composto de interesse não 
foi afetada de forma significativa. 
O H2O2 foi também o analito de interesse para Ricci et al. 
(RICCI et al. 2002) no trabalho em que utilizam diferentes eletrodos de 
carbono vítreo para eletrodepositar AP e determinar H2O2 em sistema de 
injeção em fluxo. Através de microscopia eletrônica de varredura (SEM, 
do inglês scanning electron microscopy) eles analisaram a morfologia 
das superfícies dos diferentes eletrodos para entender a razão de terem 
sido obtidas respostas diferentes para o analito, que variam de acordo 
com a própria estrutura do material inicial do eletrodo.  
Outra possibilidade de metodologia para se determinar H2O2 foi 
publicada (HORNOK e DÉKÁNY, 2007), que perceberam a 
necessidade de aliar a variável tempo para obter uma resposta melhor. 
Deste modo, o eletrodo modificado com AP era mantido em contato 
com o analito na fase de vapor para atingir o equilíbrio na interação 
entre os dois componentes e obter um ótimo sinal analítico.  
Na mesma publicação, o eletrodo (microeletrodos 
interdigitalizados) modificado com AP foi mantido em contato também 
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com vapores de ácidos acético, clorídrico e sulfúrico, e posteriormente 
determinados amperometricamente. 
Na análise de metais em nível traço, eletrodos modificados com 
AP foram empregados na determinação de Cr
6+
 (XING et al. 2009) e Tl
+
 
(YANG et al. 2008), sendo que são poucas as publicações que tratam de 
sistemas de AP na determinação de metais. Geralmente o alvo preferido 
dos pesquisadores é o H2O2 (RICCI e PALLESCHI, 2005).  
Na área de sensores eletroquímicos também não se pode ignorar 
o fato de o sistema de AP ser um excelente catalisador para o 
subproduto das reações enzimáticas. No trabalho publicado por Ricci e 
Palleschi (RICCI e PALLESCHI, 2005) é apresentado um quadro geral 
contendo vários exemplos de eletrodos modificados com AP na 
detecção de H2O2. Contudo, dois dos grandes trabalhos publicados na 
área de biossensores utilizando dispositivos contendo AP como 
modificador químico foram utilizados na detecção do H2O2 
(KARYAKIN et al. 1994; KARYAKIN e KARYAKINA, 2001), e 
alavancaram inúmeros outros, pois estes dois trabalhos estão sempre 
presentes nas citações de publicações. 
A capacidade catalítica dos centros metálicos com os íons Fe(II)  
e Fe(III) é também uma justificativa para o uso de AP como 
modificador químico de eletrodos. O par Fe(II)/Fe(III) se coordena bem 
em ponte com ligantes do tipo ciano, carboxilato, carbonato ou óxidos. 
Muita atenção é voltada para a síntese de novos complexos com centro 
de Fe (II) e Fe(III), pois sua atividade catalítica tem funcionamento 
efetivo nas áreas de química inorgânica, bioinorgânica e química 
analítica. 
 
2.6.4.1 Obtenção de nanopartículas de azul da Prússia 
 
Para a construção de sensores eletroquímicos utilizando AP 
como o componente eletroativo do eletrodo modificado, é preciso 
também revisar a parte de obtenção do complexo azul da Prússia.  
Neste trabalho a utilização de nanopartículas de azul da Prússia 
foi investigada mais detalhadamente do ponto de vista da obtenção, 
preparação, capacidade de nanoestruturação, propriedades químicas e 
eletroquímicas e por fim a aplicação deste material como modificador 
químico para construção de sensores eletroquímicos para o H2O2 e sua 
determinação em amostras comerciais.  
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A seguir, é apresentada uma revisão bibliográfica com as 
principais rotas de obtenção do AP para posterior utilização do 
complexo na modificação de eletrodos. 
A maneira mais simples para obtenção do complexo azul da 
Prússia é através da combinação entre K3[Fe(CN)6] (ferrocianeto) com 
uma fonte de Fe(II). Em água, a mistura propriamente dita dos reagentes 
citados acima produz uma solução coloidal estabilizada pelos contraíons 
de K
+ 
(ALKIRE, 2009). A mistura de K4[Fe(CN)6] (ferricianeto) com 
uma fonte de Fe(III) também produz o complexo azul da Prússia (JIA, 
2011), mas para se chegar a um controle estrutural e dimensional deste 
complexo existem algumas propostas para obtenção de AP. 
O trabalho de Liu et al. (LIU et al. 2002) apresentou uma rota 
sintética muito simples e eficaz para obtenção de nanopartículas de AP. 
De acordo com o autor, são preparadas duas soluções, uma contendo 
FeCl3 + H2O2 e a outra contendo K3[Fe(CN)6] + H2O2 e então a primeira 
solução é gotejada lentamente à segunda solução sob agitação. A 
professora Córdoba de Torresi (FIORITTO et al. 2005) publicou alguns 
trabalhos em que sua rota de obtenção do composto AP um pouco 
modificada em relação ao proposto por Liu que foi inclusive 
reproduzida por outros autores (HORNOK e DÉKÁNY, 2007). A 
reação entre FeCl3 e K3[Fe(CN)6] na presença de um pequeno excesso 
de H2O2 em banho de ultrassom produz partículas de AP estáveis e com 
pouca variação de tamanho.  
Algumas publicações também relatam a possibilidade de 
obtenção de AP através de um método que utiliza apenas um passo 
(WANG, H. et al. 2012) assim como alguns derivados do 
hexacianoferrato (WANG, Z. et al. 2012) onde existe a mistura de duas 
fontes de Fe(III) em solução como FeCl3 e K3[Fe(CN)6] que 
posteriormente misturadas a um agente redutor proporciona a redução 
de um dos centros de Fe(III) a Fe(II) e consequente formação de AP.  
Através desta rota é possível empregar uma substância como o 
polipirrol, que tem a capacidade de provocar a redução do Fe(III) a 
Fe(II) e ao mesmo tempo interagir de forma a estabilizar a energia 
superficial do composto formado e desempenhar o papel de 
estabilizante, como apresentado por Wang et al. (WANG, H. et al. 
2012).  
A obtenção de AP com a assistência de polímeros para 
imediatamente incorporarem as nanopartículas formadas é uma 
alternativa muito favorável (BORISOVA et al. 2009). Ding et al. 
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(DING et al. 2009) utilizaram quitosana para desempenhar este papel. 
No caso de Wang et al. foi utilizado pirrol como agente polimerizante 
(WANG, H. et al. 2012).  
Com base nestes trabalhos, pode-se entender que o uso de 
polímeros para a estabilização e controle estrutural de nanopartículas 
pode ser bem sucedido. Em 2008 foi publicada uma revisão 
(ROZENBERG e TENNE, 2008) muito completa que fala da obtenção 
de NP com o uso de polímeros para ajudar na preparação. A publicação 
afirma que é possível preparar NP com formato, tamanho e propriedades 
funcionais controladas. Este aspecto é muito importante e interessante, 
pois o controle no preparo das NP faz também ser favorável obtenção de 
um filme mais reprodutível.  
Outra rota muito difundida é a eletrossíntese de NPAP 
(TACCONI et al. 2003). Geralmente se utilizam novamente duas fontes 
de Fe(III) que são misturadas (ORELLANA, 2009). É possível 
eletrodepositar AP através da aplicação de uma corrente contínua 
(TOYODA et al. 2004), de um potencial constante (RICCI et al. 2003) 






3.1 OBJETIVO GERAL 
 
Obter sensores eletroquímicos não-enzimáticos através da 
modificação de eletrodo de carbono vítreo com nanopartículas de 
análogos de azul da Prússia encapsuladas por melanina e aplicá-los na 
determinação de H2O2 em amostras de uso cosmético e higiene pessoal. 
 
3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
 Estudar a oxidação do H2O2 através de técnicas eletroquímicas; 
 Otimizar o eletrólito suporte, o potencial aplicado (Eapp) e o pH 
da solução para detecção de H2O2. 
 Estudar o comportamento eletroquímico do H2O2 usando GCE 
sem modificações nas soluções de trabalho; 
 Preparar modificadores químicos não-enzimáticos com 
análogos de AP e complexos de melanina na forma de NP para 
funcionalizar a superfície do GCE; 
 Testar a estabilidade das modificações; 
 Caracterizar:  
 A formação das nanopartículas através de imagens de 
microscopia de transmissão eletrônica (TEM, do inglês 
transmission electron microscopy); 
 A presença de componentes eletroativos para os sistemas 
por voltametria cíclica (CV, do inglês cyclic voltammetry); 
 Processos de interface dos eletrodos modificados através de 
espectroscopia de EIS (EIS, do inglês electrochemical 
impedance spectroscopy); 
 Examinar o comportamento dos eletrodos de carbono vítreo 
modificados; 
 Verificar o desempenho dos eletrodos modificados na reação de 
oxidação do H2O2; 
 Desenvolver metodologia analítica para determinação de H2O2; 
 Avaliar as características analíticas de linearidade, curvas de 
calibração, sensibilidade, limite de detecção, limite de 
quantificação, seletividade, exatidão, precisão e robustez, para 
solução padrão e amostras; 
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 Aplicar os sensores desenvolvidos na análise de H2O2 em 
amostras comerciais de creme para clareamento dental, solução 
antisséptica, enxaguante bucal e creme descolorante de pelos; 
 Realizar a quantificação de H2O2 nas amostras comparando 




4 MATERIAIS E MÉTODOS 
 
4.1 INSTRUMENTOS E APARATOS 
 
A Tabela 2 apresenta a lista de equipamentos utilizados na parte 
experimental do trabalho e seus respectivos fabricantes. 
 
Tabela 2. Instrumentos usados no trabalho. 
Equipamento Modelo/Fabricante 
Balança analítica Shimadzu 200G 
pHmetro Marte MB-10 
Microscópio de transmissão 
eletrônica 
JEOL JEM 1011 
Potenciostato/galvanostato VoltaLab PGZ100/Radiometer 
Potenciostato PalmSens/Palm Instruments BV 
Água ultrapura Milli Q Millipore/Belford 
Centrifugador 208N/Excelsa Baby 
 
As suspensões com os modificadores eram gotejadas sobre a 
grade de cobre específica para este tipo de análise. A distribuição de 
tamanhos das NPAP foram determinadas a partir das imagens de TEM 
utilizando o programa ImageJ. CV foi realizada para estudo do 
comportamento eletroquímico do H2O2 e para caracterização da 
presença dos modificadores sobre o substrato GCE. Cronoamperometria 
(CA) foi utilizada como técnica principal para otimização das condições 
experimentais da detecção de H2O2 e na caracterização analítica. 
 
4.2 REAGENTES E PREPARO DAS SOLUÇÕES 
 
A melanina utilizada neste trabalho foi sintetizada pelo aluno de 
doutorado Thiago Guimarães Costa, sob orientação do Prof. Dr. Bruno 
Szpoganicz, no laboratório do Grupo de Bioinorgânica e Equilíbrio 
Químico, da Universidade Federal de Santa Catarina de acordo com o 
procedimento descrito por Szpoganicz et al. (SZPOGANICZ et al. 
2002) e foi gentilmente cedida para este trabalho. À exceção deste, 
todos os demais reagentes são de grau analítico. A Tabela 4 apresenta a 
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procedência de todos os reagentes de grau analítico utilizados no 
trabalho. 
 
Tabela 3. Procedência dos reagentes de grau analítico usados no 
trabalho. 
Reagente Fórmula química Procedência 
Ácido acético 99% CH3COOH Vetec 
Ácido bórico H3BO3 Ecibra 
Ácido nítrico 65% HNO3 Synth 
Ácido sulfúrico H2SO4 Vetec 
Cloreto de ferro (III) FeCl3.6H2O Vetec 
Cloreto de níquel (II) NiCl2.6H2O Vetec 




Hexacianoferrato de potássio K3[Fe(CN)6] Vetec 
Hidróxido de sódio NaOH Vetec 
Permanganato de potássio KMnO4 Vetec 
H2O2 30% H2O2 Synth 
Oxalato de sódio Na2C2O4 Sigma-Aldrich 
Sulfato de cério (IV) Ce(SO4)2 Vetec 
Sulfato de cobalto (II) CoSO4.7H2O Vetec 
Sulfato de cobre (II) CuSO4.5H2O Vetec 
Trióxido de arsênio As2O3 Sigma-Aldrich 
 
Os estudos de pH foram realizados em solução tampão Britton-
Robinson (BR) 0,1 mol L
-1 
+ KCl 0,1 mol L
-1
 na faixa de 2,0 a 12,0. A 
solução tampão BR foi escolhida devido à sua versatilidade, já que 
mantém a capacidade tamponante do meio por toda a escala de pH. A 
solução de KCl foi incorporada ao tampão BR pois é necessária a 
presença de íons K
+
 em solução. O mecanismo de reação dos complexos 
azul da Prússia e seus análogos depende do balanço de cargas 
promovido pelo íon K
+
 (Seção 3.3.5.1).  
O pH foi ajustado de acordo com a necessidade pela adição de 
NaOH 1,0 mol L
-1
. Preparou-se uma solução padrão de H2O2 0,2 mol L
-1
 
para se realizar a otimização das condições experimentais na 
metodologia analítica, sendo que a concentração de H2O2 na célula 
eletroquímica foi de 1,0 mmol L
-1
.  
Preparou-se separadamente soluções aquosas dos sais 
FeCl3.6H2O, CuSO4.5H2O, NiCl2.6H2O e CoSO4.7H2O na concentração 
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de 8,0 µmol L
-1
 para as reações de complexação com melanina sintética. 
Solução de K3[Fe(CN)6] 0,1 mol L
-1
 foi preparada para a síntese das 
NPAP. 
 
4.3 CONSTRUÇÃO DOS SENSORES ELETROQUÍMICOS 
 













) foi obtido de acordo com o procedimento descrito 
anteriormente (COSTA et al. 2012). Resumidamente, a massa de 10,0 
mg de melanina foi dissolvida em água pura suficiente para a 
solubilização completa do composto (pouco mais de 5,0 mL) e então 















). A Figura 8 mostra 
esta etapa. A mistura foi mantida sob forte agitação durante 48 h. 
 













Em seguida, um volume de 862 µL de K3[Fe(CN)6] 0,1 mol L
-1
 
foi adicionado ao béquer que continha a solução do complexo melanina-
M
n+
 e foi mantido em banho de ultrassom durante 30 min. Após este 













). As suspensões contendo as 
nanopartículas foram armazenadas em um recipiente fechado de vidro 
âmbar protegidas da luz e guardadas sob refrigeração. A Figura 9 mostra 
a segunda etapa de forma detalhada. 
O GCE de 2,0 mm de diâmetro foi polido em pó de alumina 
com granulações decrescentes de 0,50 e 0,05 µm, e posteriormente 
lavado com água destilada e levado a banho de ultrassom em água 





Figura 9. Reação entre o complexo melanina-M
n+
 com ferrocianeto de 













Em seguida, 2,0 µL da suspensão de NPAP modificadas com 
melanina-M
n+
 foram gotejados sobre os eletrodos de trabalho e secos em 
temperatura ambiente (Figura 10) para obtenção dos sensores.  
 
Figura 10. Ilustração do método casting para construção dos sensores 
















4.4 MEDIDAS ELETROQUÍMICAS 
 
Os experimentos eletroquímicos (EIS, CV e CA) com substrato 
de carbono vítreo foram realizados em célula convencional para três 
eletrodos. Os eletrodos de trabalho (ET) utilizados foram o GCE e os 
sensores eletroquímicos construídos com as NPAP que serão descritos 
na próxima seção (seção 3.2.4). Um fio de Pt em espiral foi utilizado 
como eletrodo auxiliar (EA) e o eletrodo de referência (ER) era o 
eletrodo de Ag/AgCl saturado com KCl (Ag/AgCl, KClsat). Os 
potenciais mencionados no texto são medidos em relação a este eletrodo 
de referência.  
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Os experimentos de EIS foram realizados sob potencial 
controlado de +1,5 V com uma varredura de frequências na faixa de 100 
kHz a 10 mHz e um sinal de onda sinusoidal de 10 mV de amplitude. 
Voltamogramas cíclicos foram registrados de -1,0 a +2,0 V com uma 
velocidade de varredura de potencial () de 200 mV s
-1
 para a 
caracterização dos sensores, e de 0,0 a +2,0 V com  de 100 mV s
-1
 para 
a detecção de H2O2 usando GCE sem modificação. Para as medidas 
amperométricas, um potencial (Eapp) constante foi aplicado ao eletrodo 
de trabalho durante 600 s antes do início das adições consecutivas de 
concentrações crescentes de H2O2. Adotou-se um intervalo de 60 s entre 
cada adição de H2O2. 
 
4.5 METODOLOGIA ANALÍTICA 
  
 A seguir serão descritos os procedimentos experimentais 
relativos ao comportamento eletroquímico do analito, assim como toda a 
parte de caracterização analítica e os estudos de validação de 
metodologia eletroanalítica.  
 
4.5.1 Comportamento eletroquímico do H2O2 
 
 Preparou-se 10 mL de uma solução padrão de H2O2 0,2 mol L
-1
 
para ser utilizada nos estudos do comportamento eletroquímico do 
analito. A concentração de H2O2 na célula eletroquímica foi de 1,0 
mmol L
-1
. Este estudo foi realizado apenas para GCE não modificado. 
Como eletrólito suporte se utilizou tampão BR 0,1 mol L
-1
 + KCl 0,1 
mol L
-1
. Adicionou-se 10,0 mL da solução tampão à célula 
eletroquímica e foram obtidos voltamogramas cíclicos entre 0,0 e 2,0 V. 
Realizou-se estudo da variação da velocidade de varredura nos 
voltamogramas (10 a 1000 mV s
-1
) e foram obtidos gráficos 
representativos do comportamento eletroquímico do peróxido.  
 
4.5.2 Características analíticas 
 
 A validação da metodologia analítica foi feita para se obter 
informações confiáveis a respeito do trabalho desenvolvido (RIBANI et 
al. 2004). Na primeira etapa, avaliaram-se os parâmetros de validação 
obtidos a partir das curvas de calibração: linearidade e sensibilidade 
72 
 
foram estudadas respectivamente pelos coeficientes de determinação dos 
pontos das curvas de calibração e a inclinação destas curvas.  
Limites de detecção (LD) e limites de quantificação (LQ) 
obtidos respectivamente através das equações LD = 3,3DP/S e LQ = 
10DP/S, onde DP é o desvio padrão do coeficiente linear da melhor reta 
das curvas de calibração e S é o coeficiente angular da melhor reta das 
mesmas curvas. 
 
4.6 PREPARO DAS AMOSTRAS 
 
4.6.1 Creme para clareamento dental 
 
Utilizou-se uma amostra de creme para clareamento dental 
contendo H2O2 para aplicar o sensor desenvolvido, que compreende o 
GCE modificado com NPAP encapsuladas por complexos de melanina-
M
n+
 à fim de determinar H2O2. 
Segundo o fabricante, o conteúdo de H2O2 na seringa do 
produto era de 9,5% (m/m). Este creme foi retirado de sua embalagem 
original (uma seringa) e pesou-se 100 mg do produto em um copo de 
béquer. Esta quantidade foi dissolvida em eletrólito suporte tampão BR 
0,1 mol L
-1 
+ KCl 0,1 mol L
-1
.  
Não foi necessário pré-tratamento, pois o produto comercial é 
solúvel no eletrólito suporte. A solução foi homogeneizada em banho de 
ultrassom durante 30 min e logo depois transferida para um balão 
volumétrico de 10,0 mL e o volume foi aferido. Esta solução foi 
utilizada para as determinações quantitativas de H2O2 no creme para 





Utilizou-se uma amostra de solução antisséptica contendo H2O2 
para aplicar o sensor desenvolvido. Segundo o fabricante, o conteúdo de 
H2O2 na embalagem do produto era de 3,0% (m/m). Este produto foi 
aberto e não houve pré-tratamento do mesmo. Fez-se um teste de 
solubilidade do produto no eletrólito suporte e o resultado foi positivo. 
Esta solução contida na embalagem foi utilizada para as determinações 
quantitativas de H2O2, sendo que uma alíquota de 100,0 µL foi pipetada 
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e adicionada à célula eletroquímica contendo 10,0 mL de eletrólito 
suporte. 
 
4.6.3 Enxaguante bucal 
 
Utilizou-se uma amostra de solução de enxaguante bucal 
específica para clareamento auxiliar dos dentes para aplicar o sensor 
composto por NPAP-Fe
3+
 desenvolvido. Segundo o fabricante, o 
conteúdo de H2O2 na embalagem do produto era de 1,5% (m/m). Este 
produto foi aberto e fez-se um teste de solubilidade do produto no 
eletrólito suporte e o resultado foi positivo. Deste modo, não houve 
necessidade de pré-tratamento da amostra. 
A solução contida na embalagem do produto foi utilizada para 
as determinações quantitativas de H2O2, sendo que uma alíquota de 
100,0 µL foi pipetada e adicionada à célula eletroquímica. 
 
4.6.4 Creme para descoloração de pelos 
 
Utilizou-se uma amostra de descolorante de pelos para uso 
doméstico como fonte de H2O2 para aplicar o sensor composto por 
NPAP-Fe
3+
 desenvolvido. Segundo o fabricante, o conteúdo de H2O2 na 
embalagem do produto era de 30% (m/m). Este produto foi aberto e 
realizou-se o pré-tratamento. Fez-se um teste de solubilidade do produto 
no eletrólito suporte e o resultado foi de solubilidade parcial.  
Pesou-se 100,0 mg do creme descolorante e dissolveu-se em 10 
mL de eletrólito suporte tampão BR 0,1 mol L
-1
 + KCl 0,1 mol L
-1
. A 
suspensão foi colocada em banho de ultrassom durante 30 min, para 
solubilizar uma quantidade maior de H2O2 e diminuir a turbidez da 
suspensão. A quantidade de 10 mL foi transferida para um tubo de 
ensaio. Este tubo foi colocado em um centrifugador durante 15 min a 
uma velocidade de 3000 rotações por minuto.  
Houve separação de três fases distintas: no fundo restou uma 
quantidade de creme sem solubilidade, na fase intermediária restou a 
solução aquosa e na fase menos densa formou-se uma emulsão. 
Utilizou-se a fase aquosa intermediária para realização das 





4.7 DETERMINAÇÃO DE H2O2 NAS AMOSTRAS 
 
 Optou-se por realizar o método de adição de padrão para a 
determinação de H2O2 nas amostras. Foram obtidos cronoamperogramas 
para as determinações em amostras comerciais, sendo que a primeira 
adição de analito foi a alíquota da amostra, e os cinco pontos seguintes 
são referentes às adições consecutivas de 50,0 µL de solução padrão de 
H2O2 0,2 mol L
-1
. O procedimento de adição de padrão se seguiu 
idêntico para o eletrodo de trabalho (GCE), sem e com modificações 
para todas as amostras. 
 
4.7.1 Características analíticas obtias pelas curvas de adição de 
padrão 
 
Os resultados obtidos com o método amperométrico foram 
comparados com aqueles obtidos com o método oficial, a titulação de 
oxirredução. Com a determinação de H2O2 realizada, avaliaram-se os 
seguintes parâmetros de validação: linearidade, seletividade através da 
comparação entre as inclinações das curvas de calibração externa e de 
adição de padrão; exatidão foi determinada pela comparação dos dados 
obtidos pelos métodos amperométrico e titulação redox, e pelos ensaios 
de recuperação; a precisão foi calculada através da concordância entre 
os dados obtidos por métodos diferentes e por medidas independentes 
do sinal intra e interdia. A robustez do método foi verificada através da 
modificação do valor de pH ótimo em + 0,2 unidades, com posterior 
avaliação da seletividade, exatidão e precisão. 
 
4.7 MÉTODO COMPARATIVO 
 
 A titulação potenciométrica foi utilizada como método 
comparativo com o objetivo de se obter dados a respeito da 
determinação de H2O2 em amostras comerciais e posterior comparação 
da concordância dos dados obtidos por este método com aqueles obtidos 
através das medidas amperométricas. Fez-se uso de titulações 
potenciométricas utilizando KMnO4 e Ce(SO4)2 como titulantes. Optou-
se pelos dois titulantes diferentes para comprovar a eficiência da 
titulação potenciométrica na determinação de H2O2. A seguir serão 








 Preparou-se 250 mL de KMnO4 0,02 mol L
-1
 para ser utilizado 
como titulante. Pesou-se 0,1675 g de padrão primário Na2C2O4 seco que 
foram solubilizadas em 25 mL de água. Adicionou-se ainda 7,0 mL de 
H2SO4 concentrado à solução de Na2C2O4 e fez-se a padronização da 
solução de KMnO4 0,02 mol L
-1
 a quente.  
 Para as titulações de H2O2 na amostra de creme para 
clareamento dental, pesou-se 100 mg do produto e diluiu-se em 10 mL 
de água. Adicionou-se 10 mL de H2SO4 3,0 mol L
-1
 e procedeu-se à 
titulação com KMnO4 0,02 mol L
-1
 padronizado. 
Para as titulações de H2O2 na amostra de solução antisséptica, 
transferiu-se 1,0 mL do produto para um erlenmeyer e diluiu-se em 10 
mL de água. Adicionou-se 10 mL de H2SO4 3,0 mol L
-1
 e procedeu-se à 








Preparou-se 250 mL de Ce(SO4)2 0,05 mol L
-1
 para ser utilizado 
como titulante. Pesou-se 0,120 g de padrão primário As2O3, adicionou-
se 15 mL de NaOH 0,1 mol L
-1
 e posteriormente 25 mL de H2SO4 3,0 
mol L
-1
. Adicionou-se ainda duas gotas de ferroína como indicador e 
fez-se a padronização da solução de Ce(SO4)2 0,05 mol L
-1
.  
 Para as titulações de H2O2 na amostra de enxaguante bucal 
transferiu-se 1,0 mL do produto para um erlenmeyer e diluiu-se em 10 
mL de água. Adicionou-se 10 mL de H2SO4 3,0 mol L
-1
 e procedeu-se à 
titulação com Ce(SO4)2 0,05 mol L
-1
 padronizado. 
Para as titulações de H2O2 na amostra de creme descolorante de 
pelos, a amostra passou pelo mesmo pré-tratamento descrito na seção 
4.6.4. Transferiu-se 1,0 mL da fase líquida para um erlenmeyer e diluiu-
se em 10 mL de água. Adicionou-se 10 mL de H2SO4 3,0 mol L
-1
 e 










5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
5.1 DETECÇÃO ELETROQUÍMICA DE H2O2 
 
 O H2O2 pode ser determinado eletroquimicamente através de 
reações de oxidação (IVANDINI et al. 2005; SALIMI et al. 2007; 
ENSAFI et al. 2013; CHANG et al. 2014; HELI e PISHAHANG, 2014) 
ou redução (SHI et al. 2011; MAŽEIKIENĖ et al. 2011; LI et al. 2013; 
HELI et al. 2014; ENSAFI et al. 2014). A decomposição do H2O2 é uma 
reação bem simples, cujos produtos são oxigênio molecular e água, 
conforme mostrado na Equação (3). O detalhamento desta reação é 
mostrada nas Equações (1) e (2), pelas respectivas semirreações 











 ↔ H2O2 E° = 0,695 (2) 
2H2O2 ↔ O2 + 2H2O  (3) 
 
Para dar início aos procedimentos de obtenção da melhor 
resposta analítica na detecção eletroquímica de H2O2, foram obtidos 
voltamogramas cíclicos utilizando GCE em eletrólito suporte KCl 0,1 
mol L
-1
 na ausência e na presença de H2O2 1,0 mmol L
-1
. A CV para 
GCE em solução de KCl 0,1 mol L
-1
 (Figura 11 - curva a) mostra que na 
varredura de ida (de -2,0 a +2,0 V) não existe um sinal analítico de 
processos faradaicos na superfície do ET. Nos limites positivos de 
potencial, existe apenas a oxidação da água, responsável pelo aumento 
de corrente observado no voltamograma. Na varredura de volta (de +2,0 
a -2,0 V) existe um sinal pequeno de redução em -0,5 V referente à 
reação do oxigênio molecular dissolvido na solução. 
O voltamograma cíclico após à adição de H2O2 1,0 mmol L
-1
 à 
célula eletroquímica (Figura 11 - curva b) mostra que existe um sinal em 
+1,4 V que está associado à oxidação do H2O2, de acordo com a 
Equação (2). Existe ainda, na varredura de volta, um aumento no sinal 
de redução do oxigênio molecular presente na solução. Este aumento é 
explicado pelo aumento da concentração de O2 na solução, pois este é 





Figura 11. Voltamogramas cíclicos de GCE em KCl 0,1 mol L
-1
 (a) na 
ausência e (b) na presença de H2O2 1,0 mmol L
-1




 Há trabalhos que realizam a detecção voltamétrica de H2O2 cujo 
potencial de pico é diferente daquele encontrado no presente trabalho 
(GRISHAM, 2013). Isto porque a modificação é diferente. Todavia, o 
potencial de pico de oxidação (Epo) encontrado aqui para o H2O2 será 
utilizado para o prosseguimento do trabalho. Uma vez que a detecção 
voltamétrica de H2O2 tenha sido verificada, fez-se um experimento 
utilizando a técnica de cronoamperometria para saber se a detecção 
amperométrica de H2O2 é viável.  
Inicialmente, foi aplicado um potencial (Eapp) de +1,4 V por se 
tratar do Epo. A Figura 12 apresenta o cronoamperograma obtido para 
GCE em solução de KCl 0,1 mol L
-1
. Foram realizadas cinco adições de 
H2O2 1,0 mmol L
-1
 com intervalos de 60 s entre cada uma delas. A 
resposta de corrente é observada para todas as adições de H2O2, com 
aumentos de corrente com incrementos proporcionais a quantidade de 







Figura 12. Cronoamperograma para GCE em solução de KCl 0,1 mol  
L
-1
 para cinco adições sucessivas de H2O2 1,0 mmol L
-1
. Eapp = +1,4 V. 
 
Até o momento, foi comprovado que H2O2 pode ser oxidado 
sobre a superfície do GCE com uma resposta de corrente. Como a 
maneira mais comum de se realizar as determinações de H2O2 é pela 
técnica de amperometria, a mesma será investigada de modo mais 
aprofundado para obter a melhor resposta possível. 
 
5.2 OTIMIZAÇÃO DAS CONDIÇÕES EXPERIMENTAIS PARA 
OXIDAÇÃO DE H2O2 SOBRE GCE 
 
 Nesta seção, serão apresentados os resultados referentes às 
variações das condições experimentais para otimizar a resposta analítica 
da oxidação de H2O2. Na técnica de amperometria, testou-se Eapp 
diferentes. A variação do pH da solução do eletrólito suporte foi testada 
também. Para isso, o eletrólito suporte foi modificado para uma solução 
contendo tampão Britton-Robinson (tampão BR) 0,1 mol L
-1
 + KCl 0,1 
mol L
-1
, para poder variar os pHs das soluções, sem retirar 
completamente o eletrólito KCl já que, como será mostrado mais à 
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frente, os íons K
+
 são importantes para o bom desempenho das 
modificações.  
 
5.2.1 Eletrólito suporte 
 
 Fez-se um teste da resposta do GCE para H2O2 em eletrólitos 
suporte de KCl e de tampão BR + KCl, todas as soluções na 
concentração de 0,1 mol L
-1
. Este estudo foi feito para se verificar a 
possibilidade da incorporação de tampão BR ao eletrólito suporte de 
KCl utilizado inicialmente. Utilizou-se a técnica de cronoamperometria 
com um Eapp de +1,4 V, e foram realizadas três adições sucessivas de 
H2O2 1,0 mmol L
-1
 à célula eletroquímica. Os cronoamperogramas são 
apresentados na Figura 13. 
 
Figura 13. Cronoamperogramas para três adições sucessivas de H2O2 
em eletrólito suporte (a) KCl 0,1 mol L
-1
 e (b) tampão BR 0,1 mol L
-1
 + 
KCl 0,1 mol L
-1




Pode-se verificar que não há diferença nas respostas de corrente 
para a oxidação do H2O2 para os dois eletrólitos usados. Deste modo, 
optou-se por utilizar o eletrólito suporte tampão BR 0,1 mol L
-1
 + KCl 
0,1 mol L
-1
. Embora este eletrólito seja mais trabalhoso de preparar, ele 
será importante para o estudo de pH que será apresentado a seguir. 
 
5.2.2 Influência do Eapp 
 
Diversos Eapp entre -2,0 V e +2,0 V foram testados para 
verificar-se o desempenho do GCE nas reações de oxidação ou redução 
do H2O2. A Figura 14 apresenta um gráfico ilustrativo dos resultados 
obtidos com este estudo. 
Obtiveram-se resultados consideráveis apenas para Eapp de +1,5 
V, como demonstrado na Figura 14, em que foi verificada uma resposta 
de corrente de 7,48 µA para GCE na oxidação de H2O2 1,0 mmol L
-1
 em 
solução. Este valor de Eapp representa a mesma região onde se observa o 
Epo na CV, confirmando que a reação de oxidação do H2O2 em + 1,5 V é 
a forma mais viável de proceder à detecção deste analito. 
 
Figura 14. Influência do potencial aplicado nas reações de 
oxidação/redução de solução de H2O2 1,0 mmol L
-1
 para GCE em 
solução tampão BR 0,1 mol L
-1






5.2.3 Efeito do pH 
 
O efeito do pH também foi avaliado na reação de oxidação de 
interesse a +1,5 V. Foram obtidos cronoamperogramas na faixa de 
valores de pH entre 2,0 e 12,0 porém, a oxidação do H2O2 não foi 
observada em soluções com pH acima de 9,0. Desta forma, a faixa de 
pH realmente explorada foi de 2,0 a 8,0. O H2O2 pode ainda complexar 
com o íon borato proveniente do eletrólito suporte, o que causaria uma 
diminuição de sua atividade em solução. 
A reação de oxidação do H2O2 será estudada apenas na faixa de 
pH citada acima, já que mais à frente, a melanina fará parte do sistema e 
este composto torna-se altamente solúvel em pH acima de 8,3, devido a 
sua desprotonação (pKa), transformação em uma espécie iônica e 
consequente aumento de sua hidrofilicidade. A Figura 15 ilustra o 
estudo de pH citado acima, em que é possível observar visualmente o 
pH ideal para a melhor resposta.  
A oxidação de H2O2 em GCE mostrou desempenho semelhante 
em soluções com pH entre 4 e 7, sendo que em pH 6 a oxidação do 
H2O2 gera corrente maior. Estes valores de pH foram otimizados 
também para os sensores eletroquímicos que serão construídos, assim 
como o estudo de Eapp. 
 
Figura 15. Efeito do pH da solução de eletrólito suporte na oxidação de 




 Estabelecendo-se que para o GCE o valor de Eapp que provoca 
uma corrente de oxidação maior do H2O2 é de +1,5 V e que o pH que 
provoca melhor resposta de corrente é 6, pode-se partir para uma 
próxima etapa.  
Uma das propostas do trabalho é a construção de sensores 
eletroquímicos através da modificação da superfície do GCE com 
nanopartículas de análogos de azul da Prússia. Assim um dos próximos 
assuntos será a avaliação destas modificações. Antes, para encerrar os 
estudos com GCE sem modificação, foi realizado o estudo do 
comportamento eletroquímico de H2O2 por CV.  
 
5.3 COMPORTAMENTO ELETROQUÍMICO DO H2O2 
 
 A Figura 16 apresenta voltamogramas cíclicos referentes ao 
comportamento eletroquímico do H2O2 1,0 mmol L
-1
 em solução 
tampão BR 0,1 mol L
-1
 + KCl 0,1 mol L
-1
 sobre GCE. Nesta figura é 
possível verificar a influência da velocidade de varredura do potencial 
na CV, sobre o potencial de oxidação do H2O2. A velocidade de 




Figura 16. Voltamogramas cíclicos para H2O2 1,0 mmol L
-1
 em solução 
tampão BR 0,1 mol L
-1
 + KCl 0,1 mol L
-1
 sobre GCE. ʋ = (a) 10, (b) 50, 







Os voltamogramas cíclicos são característicos de uma reação 
eletroquimicamente irreversível, pois existe a presença de apenas um 
pico de oxidação, sem um pico de redução na varredura de retorno na 
faixa de potenciais estudada. O potencial de pico de oxidação (Epo) é de 
+1,4 V a uma ʋ de 10 mV s
-1
, enquanto que o Epo é deslocado para o 
valor de +1,8 V a uma ʋ de 1000 mV s
-1
. O deslocamento do Epo para 
valores mais positivos de potencial é esperado para um aumento na 
velocidade de varredura do potencial quando se trata de um sistema 
irreversível (BARD e FAULKNER, 2001). 
 De acordo com os voltamogramas cíclicos da Figura 16, pode-
se perceber que em velocidades de varredura mais baixas (10 a 100 
mV), o pico de oxidação é bem definido para o H2O2. O voltamograma 
cíclico com ʋ de 10 mV s
-1
 (Figura 16 - curva a), pode ser interpretado 
da seguinte maneira: na varredura de ida, existe um sinal de oxidação 
com Epo em +1,4 V. Este sinal decai de acordo com a Eq. de Cottrell   
(αt
-1/2
) por causa do comportamento difusional do analito. Em seguida, 
nota-se um aumento da corrente nos limites mais positivos de potencial, 
que está relacionado com a oxidação da água ou dos íons Cl
-
 presentes 
no meio. A varredura de volta não apresenta nenhum sinal até o 
potencial de +0,5 V. Pode-se concluir que trata-se de uma reação 
irreversível. 
A partir dos dados obtidos neste experimento, é possível 
investigar mais profundamente o comportamento eletroquímico do 
analito. Traçou-se um gráfico relacionando i vs. ʋ
1/2
, mostrado na Figura 









) é característico para sistemas 
eletroquímicos cuja velocidade da reação redox é controlada pelo 
transporte de massa (BARD e FAULKNER, 2001). Para um 
aprofundamento no aspecto do controle da velocidade de reação, foi 
traçado um gráfico relacionando o logaritmo da corrente de pico anódica 
(ipa) com o logaritmo da velocidade de varredura do potencial. O gráfico 
resultante é mostrado na Figura 17B.  
A partir da inclinação deste gráfico log i vs. log ʋ foi possível 
obter informações mais precisas a respeito do mecanismo da reação de 
interesse. A inclinação da melhor reta traçada foi de 0,46, confirmando 
que a velocidade da reação é controlada por difusão (BARD e 
FAULKNER, 2001) sem efeitos ou contribuições do processo de 
adsorção para reação em GCE.  
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Feita a análise detalhada do comportamento eletroquímico do 
analito, os próximos passos do trabalho foram a modificação do GCE 
com NPAP, a avaliação do desempenho destes sensores na reação de 
oxidação do H2O2 nas condições otimizadas para GCE, além da 
caracterização analítica do sistema e ainda a caracterização das 
nanopartículas e a confirmação de suas presenças sobre GCE. 
 
 
Figura 17. Variação de ipa com ʋ
 1/2
 (A) e log i com log ʋ (B) para H2O2 
1,0 mmol L
-1
 sobre GCE imerso em tampão BR 0,1 mol L
-1






5.4 CARACTERIZAÇÃO DAS NANOPARTÍCULAS DE 
ANÁLOGOS DE AZUL DA PRÚSSIA 
 
A etapa posterior ao uso de GCE na reação de interesse foi a 
modificação da superfície do GCE com nanopartículas de análogos de 
azul da Prússia. Estes análogos compreendem nanopartículas de AP 














Como explicado na parte experimental (Seção 3.2.3) a obtenção 
das NP foi realizada pela adição de K3[Fe(CN)6] à solução dos 
complexos de melanina. Esta adição foi realizada de forma controlada 
em banho de ultrassom. Os íons [Fe(CN)6]
3-









) já presentes na solução através de 
pontes com o ligante cianeto. Os cátions metálicos de transição (exceto 
configuração d
10
) são capazes de realizar até seis ligações coordenadas, 
proporcionando assim complexos metálicos com geometria octaédrica 
(HUHEEY et al. 1993; SHRIVER e ATKINS, 2003).  
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A estrutura do átomo metálico central com geometria octaédrica 
é compatível com a estrutura química do complexo AP (Figura 7). Uma 
vez que os cátions metálicos presentes na solução já estão ligados à 
melanina através dos sítios catecol, tem-se que duas ligações foram 
formadas. Restam agora quatro sítios de coordenação para os íons 
metálicos complexados com melanina, que permitem a formação de 
quatro ligações com ligantes CN
-
 oriundos do K3[Fe(CN)6]. Assim a 
formação da ligação em ponte com o cianeto do [Fe(CN)6]
3-
 forma uma 
estrutura semelhante àquela do azul da Prússia.  
O fato desta reação estar condicionada em banho de ultrassom 
faz com que as partículas formadas possam ficar mais bem distribuídas 
com relação ao seu tamanho médio, se comparado à eficiência de 
dispersão da agitação magnética. Este procedimento já foi descrito 
anteriormente (BAIONI et al. 2007) e proporcionou boa relação entre o 
tamanho das nanopartículas de AP modificadas com Cu
2+
.  
 Conforme já comentado (Seção 2.6.4), a estrutura do AP é 
bastante conhecida e estudada até os dias de hoje, e o comportamento 
eletroquímico e eletrocrômico do AP foi descrito por completo e está 









 substituem os centros de Fe
2+
 
presentes no AP, e formam assim os chamados análogos de azul da 
Prússia. A estrutura destes análogos de AP foi mostrada anteriormente 
na Figura 7.  
Os compostos obtidos neste trabalho tem ainda a vantagem de 
serem estabilizados tanto pelos íons K
+
, como ocorre comumente, assim 
como pela própria melanina, pois ela está ligada aos metais de transição 
e ficando assim ao redor destas NP estabilizando-as e não permitindo 
maiores aglomerações. Pode-se ressaltar aqui a importância da presença 
dos íons K
+
 em solução, o que justifica a escolha do eletrólito suporte 
tampão BR + KCl. O tampão BR permite uma variação do pH da 
solução, e o KCl fornece íons K
+
 para participarem dos processos de 
estabilização das estrutura das NP. 
 A formação das NPAP modificadas com os metais de transição 
complexados com melanina foi caracterizada por imagens de TEM, e o 
tamanho das NP foi calculado a partir destas imagens. A Figura 18 
mostra estas imagens de TEM assim como a distribuição de tamanhos 
do diâmetro das NP. 
A Figura 18A mostra a imagem de TEM obtida para NPAP 
modificadas com complexo melanina-Fe
3+
. A dispersão de NPAP foi 
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gotejada sobre uma grade de cobre revestida com carbono (própria para 
este tipo de análise) e seca sob luz UV. Como pode ser visto, foram 
obtidas nanopartículas uniformes e bem distribuídas, com tamanho 
médio de 11,2 nm. Porém, a geometria das NP não pode ser definida, já 
que as mesmas se alteram muito. 
 
Figura 18. Imagens de TEM e distribuição de diâmetro para as NPAP 

















 Por outro lado, na Figura 18B é possível observar a geometria 
cúbica das NPAP modificadas com complexo melanina-Cu
2+
. Esta 
observação está em concordância com resultados já reportados (YU et 
al. 2010), embora o tamanho das NPAP não seja igual para os dois 
casos, apenas a geometria. A partir da Figura 18B foi possível definir o 
tamanho médio das nanopartículas como sendo de 21,6 nm.  
 Para a imagem das NPAP modificadas com complexo 
melanina-Ni
2+
 apresentada na Figura 18C, foi possível verificar que a 
disposição das NPAP foi muito semelhante àquela observada para os 
complexos de melanina-Fe
3+
. Assim como no caso da Figura 18A, a 
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geometria das nanopartículas é indefinida. A distribuição de tamanhos 
foi realizada para os compostos desta imagem, e o tamanho médio das 
NPAP-Ni
2+
 foi calculado como sendo 11,7 nm.  
A Figura 18D apresenta imagem de TEM para NPAP 
modificadas com complexo melanina-Co
2+
, assim como a distribuição 
de tamanhos para os compostos desta imagem. De acordo com a 
imagem, nota-se uma distribuição semelhante às outras observadas para 
os demais compostos. No caso das NPAP-Co
2+
, existe uma propensão 
das NP para uma geometria arredondada, não muito comum para os 
hexacianoferratos. A distribuição de tamanhos foi satisfatória pois não 
houve muita dispersão, e o tamanho médio das NPAP-Co
2+
 foi de 16,1 
nm. 
 Como comentado anteriormente, as NPAP modificadas com 
melanina-M
n+
 foram depositadas sobre GCE para construção de 
sensores eletroquímicos para detecção de H2O2, e nas próximas seções, 
serão apresentados os resultados referentes aos estudos com as NPAP 
para o substrato de carbono vítreo. Foram realizadas caracterizações 
eletroquímicas (CV e impedância) e em seguida, as caracterizações 
analíticas. O capítulo 6 subsequente é dedicado exclusivamente às 
análises em amostras comerciais que contém H2O2 em sua composição. 
 
5.5 CARACTERIZAÇÃO ELETROQUÍMICA DAS NPAP SOBRE 
GCE 
 
5.5.1 Voltametria cíclica 
 
 A Figura 19 apresenta voltamogramas cíclicos em solução 
tampão BR 0,1 mol L
-1
 + KCl 0,1 mol L
-1
 referentes aos sensores 
eletroquímicos obtidos sobre substrato de carbono vítreo.  
O voltamograma cíclico para o GCE sem modificação é 
apresentado em todos os quadros da Figura 19 como a curva (a). O 
voltamograma cíclico do branco, foi obtido em solução tampão BR 0,1 
mol L
-1
 + KCl 0,1 mol L
-1
. O voltamograma foi registrado entre -1,0 a 
+2,0 V e não apresentou sinal eletroquímico na faixa de potenciais 






Figura 19. Voltamogramas cíclicos em tampão BR 0,1 mol L
-1
 + KCl 
0,1 mol L
-1
 para GCE (a) em sobreposição com NPAP encapsuladas por 











Para os sensores compostos por GCE modificado com NPAP 
encapsuladas com melanina-M
n+
 foram observados comportamentos 
distintos nos voltamogramas cíclicos, e eles estão representados na 
Figura 19 como as curvas (b). Faz-se a seguir, uma descrição detalhada 
dos voltamogramas cíclicos obtidos para estes eletrodos quimicamente 
modificados. 
Para o sensor contendo o complexo melanina-Fe
3+
 (Figura 19A-
curva b), foram observados dois picos de oxidação e dois picos de 
redução, conforme já descrito na literatura para o AP 
(DeLONGCHAMP e HAMMOND, 2004). O potencial inicial de -1,0 V 





presentes nas NP. Quando o potencial é variado no sentido positivo, 
tem-se um primeiro pico de oxidação em torno de +0,1 V, que é 




 (passagem de branco 
da Prússia para azul da Prússia). Um segundo pico de oxidação é visto 
91 
 
em +0,7 V e é atribuído à passagem do azul da Prússia para o amarelo 





varredura no sentido reverso mostrou também dois picos de redução, 





Durante os processos de oxidação e redução dos centros 
metálicos, a compensação de carga é realizada pelos íons K
+
 presentes 
em solução, que entram ou saem dos interstícios da estrutura do AP para 
compensar a carga gerada pela oxidação ou redução. Este 
comportamento eletroquímico e sua interpretação estão de acordo com o 
que se tem relatado na literatura, para este sistema eletroquímico já 
muito bem estabelecido, que servirá como referência para as outras 
modificações do GCE. 
 O mesmo experimento de VC foi realizado para as demais 







(Figura 19B-D), nas mesmas condições. O voltamograma cíclico do 
GCE continua sendo representado em todas as figuras (Figura 19B-D) 
pela curva (a), para comparação do seu perfil com aquele do eletrodo 
modificado.  
Para o sensor contendo o complexo melanina-Cu
2+
 (Figura 19B-
curva b), a CV revelou a presença de apenas um pico de oxidação e um 
pico de redução. Um dos centros metálicos de ferro foi substituído por 
íons Cu
2+
. Este é o motivo pelo qual se observa apenas um par de picos 
(oxidação e redução). O par de picos observado na Figura 19B-curva (b) 




 do complexo em 
aproximadamente +1,0 V. O centro metálico de Cu
2+
 na estrutura das 
NP não sofre oxidação nem redução, e por este motivo, não gera sinal de 
corrente no voltamograma cíclico.  
A separação dos picos redox para este processo foi de 580 mV, 
indicando que o processo de transferência de carga tem uma cinética 
lenta (COMPTON e BANKS, 2011). Como o centro metálico de Cu
2+
 
não sofre processo redox para ser detectado por VC, assim o perfil do 
voltamograma cíclico da Figura 19B-curva (b) foi diferente daquele 
observado na Figura 19A-curva (b) para o AP. O comportamento redox 
para NPAP-Cu
2+
 descrito neste parágrafo já foi observado anteriormente 
por Baioni et al. (BAIONI et al. 2007). Este voltamograma cíclico para 
NPAP-Cu
2+
 é indicativo de que os íons Cu
2+
 ocuparam os sítios de 
coordenação que normalmente são ocupados por centros de Fe
2+
 na 
estrutura do complexo azul da Prússia.  
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 Para o complexo de NPAP-Ni
2+
 (Figura 19C-curva b), pode-se 
observar através da CV que existem dois picos de oxidação e dois picos 





. Nenhum dos dois pares de pico são atribuídos ao 
centro de Ni
2+
 presente na estrutura das NP. Todavia, os potenciais de 
pico e as intensidades de corrente são diferentes daqueles valores 
obtidos para NPAP-Fe
3+
, ainda que sejam os mesmos centros metálicos 
que estejam sofrendo oxidação/redução.  
A presença de centros metálicos de Ni
2+
 faz mudar o perfil 
voltamétrico das NP imobilizadas sobre GCE. Considera-se que existam 
duas etapas redox dos centros de Fe
3+
 por causa da distribuição desigual 
de Ni
2+
 e íons K
+
 na estrutura do complexo (HAO et al. 2012). Como 
descrito anteriormente, os íons K
+
 são importantes para estabilização da 
carga da NP. Conforme os centros metálicos oxidados ou reduzidos, os 
íons K
+
 saem ou entram nos interstícios da estrutura da NP, 
minimizando os efeitos de transferência de carga. Como existe 
distribuição desigual de K
+
 dentro da estrutura das NP, o K
+
 não 
consegue mobilidade suficiente para compensar as cargas, e então a 
reação redox do centro de Fe
3+
 acontece em duas etapas. Se a 
distribuição de íons K
+





 presente nas NP durante o experimento de VC 
(WANG, Z. et al. 2012). 
 A Figura 19D apresenta o voltamograma cíclico referente ao 
branco (curva a) e às NPAP-Co
2+
 (curva b). Os voltamogramas cíclicos 
foram obtidos nas mesmas condições do que os anteriores descritos 
acima. O voltamograma para GCE modificado com NPAP-Co
2+
 
apresentou um sinal de oxidação e um sinal de redução. A presença de 





. O centro metálico de Co
2+
 não apresentou sinal 
redox. 
O par de picos para estas NP não teve uma intensidade de 
corrente semelhante àquela observada para NPAP-Fe
3+
 (Figura 19A). 
Esta intensidade menor pode ter interpretações distintas. A resposta de 
corrente é proporcional à concentração do composto na superfície do 
eletrodo, assim pode ser que as NPAP-Co
2+
 estejam numa concentração 
menor.  Contudo, as concentrações usadas na síntese das NP foi a 
mesma para todos os casos, assim como a quantidade de solvente. Outra 
possibilidade é o bloqueio da superfície do GCE, que pode inibir o sinal 
analítico. Para isto, melanina em excesso poderia realizar este bloqueio 
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não desejado. Pode-se ainda, supor que as NPAP-Co
2+
 não tenham 
ficado imobilizadas eficientemente junto à superfície do GCE.  
Apesar da intensidade baixa de corrente resultante dos 
processos faradaicos durante a voltametria, é possível ainda observar um 
sinal de oxidação e um sinal de redução. Na varredura de ida, o pico de 




. Na varredura de volta, a 
espécie Fe
3+
 volta à condição inicial de Fe
2+
. A separação entre os picos 
é de 117 mV. Levando em consideração que é apenas um mol de 




 (e vice-versa), a cinética do 
processo não é muito diferente daquela observada para o azul da Prússia 
(Figura 19A-curva b). Os íons Co
2+
 substituem um dos centros 
metálicos de Fe
2+
, fazendo com que apenas um par redox seja detectado 
pela CV. Voltamograma cíclico semelhante ao observado para NPAP-
Co
2+
 neste trabalho já foi observado anteriormente (ARDUINI et al. 
2009), onde se atribui apenas a substituição do centro de Fe
2+




Até o momento, os experimentos de CV confirmaram que os 
complexos de NPAP encapsulados por melanina-M
n+
 foram 
imobilizados sobre a superfície do GCE. Esta conclusão também é 
sustentada pelas medidas de EIS, apresentadas no próximo item. 
 
5.5.2 Impedância eletroquímica 
 
 Os diagramas de Nyquist para a impedância do GCE sem e com 













) são apresentados na Figura 20.  
Os experimentos de impedância foram obtidos em solução 
tampão BR 0,1 mol L
-1
 + KCl 0,1 mol L
-1
 em +1,5 V. Escolheu-se o 
potencial de +1,5 V pois é o Epo do H2O2 na solução de trabalho, e 
também porque a cronoamperometria mostrou um sinal analítico maior 
para este Eapp. A impedância para o substrato de carbono vítreo (branco) 
é mostrado na Figura 20-curva a. Observou-se uma impedância 
relativamente alta para este substrato, pois o semicírculo esperado para 
diagramas de Nyquist não se completou. O gráfico apresentou um perfil 
apenas crescente, e não mostrou a tendência de retornar a valores 
próximos de zero para o componente de impedância imaginária em 





Figura 20. Diagramas de Nyquist obtidos a +1,5 V em solução tampão 
BR 0,1 mol L
-1
 + KCl 0,1 mol L
-1
 para GCE (a) e NPAP encapsuladas 











 Para a maioria dos eletrodos modificados, os diagramas de 
Nyquist apresentaram um perfil muito semelhante entre si (Figura 20 
curvas b-d). Os gráficos se mostraram com a presença de um 
semicírculo que se aproxima do eixo de impedância real em valores de 
frequência menores, sugerindo um processo eletroquímico dependente 
da velocidade de transferência de carga. O GCE modificado com NPAP-
melanina-Co
2+
 não apresentou o mesmo perfil. Este perfil diferenciado 
dos demais sugere que a interface eletrodo|solução tenha componentes 
diferentes dos demais eletrodos modificados. Uma possibilidade é de 
que o filme modificador do eletrodo tenha lixiviado, o que causa a saída 
dos componentes modificadores da superfície do eletrodo, ou ainda que 
a superfície do sensor esteja bloqueada.  
 Com o experimento de impedância é possível obter informações 
úteis como a resistência à polarização (Rp) e a Cdl. Todavia, como os 
diagramas de Nyquist não apresentaram um perfil igual para todos os 
sensores, fez-se uso dos diagramas de Bode para obtenção das 
informações eletroquímicas citadas acima. Os diagramas de Bode 
podem ainda fornecer informações adicionais, como a quantidade de 
fases heterogêneas presentes na superfície do eletrodo. A Figura 21 
apresenta os diagramas de Bode para as mesmas medidas de impedância 
representadas na Figura 20. 
O diagrama de Bode para o GCE é mostrado como curva (a) nas 
Figuras 21A e 21B. O valor de Rp pode ser obtido pela Figura 21A-
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curva a, e forneceu um valor de 5848 Ω. Para o sensor NPAP-melanina-
Fe
3+
 (Figura 21A-curva b) o valor de Rp foi de 700 Ω, o menor valor 
entre os sensores avaliados. Para o sensor de NPAP-melanina-Cu
2+
 
(Figura 21A-curva c) o valor de Rp foi de 850 Ω, para o sensor obtido a 
partir do complexo melanina-Ni
2+
, o valor de Rp foi de 1050 Ω, e para 
aquele contendo complexos de melanina-Co
2+
, Rp foi de 1549 Ω. 
 
Figura 21. Diagramas de Bode de impedância total (A) e ângulo de fase 
(B) obtidos a +1,5 V em solução tampão BR 0,1 mol L
-1
 + KCl 0,1 mol 
L
-1



















relação àquela observada para o GCE, pode ser explicada pelo aumento 
na Cdl da interface eletrodo|solução. O aumento da Cdl pode, por sua vez, 
ser explicado pelo aumento da área superficial devido à presença das 
NPAP encapsuladas por complexos de melanina. A Cdl pode ser 
calculada a partir dos diagramas de Nyquist ou dos diagramas de Bode, 
ou ainda, se Rp for conhecida, Cdl pode ser calculada de acordo com a 
Equação (4), onde ωmáx representa a frequência angular em que a 
impedância é máxima. 
 
    
 
  á   
                                                                                          (4) 
 
De acordo com os gráficos de Nyquist apresentados na Figura 
20, não foi possível calcular a capacitância para o GCE, pois, como se 
pode perceber, o gráfico apresenta um perfil ascendente, sem 
manifestação visível de que o mesmo retornaria a encontrar o eixo das 
adscissas (y = 0). Este comportamento é típico para sistemas puramente 
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capacitivos (da SILVA e DINIZ, 2014). Uma alternativa viável foi o uso 
dos diagramas de Bode para obter informações a respeito dos valores de 
Cdl e Rp. O valor de Cdl calculado para GCE a partir da Eq. (4), foi de 
5,4 µF. 
A Cdl foi calculada para os sensores contendo os complexos de 
melanina com os metais de transição, e a Tabela 4 apresenta estes 
valores de forma organizada.  
 
Tabela 4. Dados de impedância para os sensores eletroquímicos de 














Sensor Rp / Ω cm
2
 Cdl / µF 





 700 11,1 
NPAP-Cu
2+
 850 1,34 
NPAP-Ni
2+
 1050 0,68 
NPAP-Co
2+
 1549 0,01 
 
 De acordo com Kahlert et al. (KAHLERT et al. 1998) os 
diagramas de EIS são influenciados pelo modo de operação do 
experimento, que pode ser realizado em circuito aberto ou com potencial 
controlado. Quando se tem o potencial controlado, a influência do 
transporte de massa é mais pronunciada em relação à condição de 
potencial de circuito aberto. Como visto na Figura 20, o diagrama de 
Nyquist para o GCE apresentou uma tendência de dependência do 







, que quando o diagrama de Nyquist 
completava o semicírculo, logo se observa uma nova ascendência do 
gráfico, causado pela influência do transporte de massa. 
 A partir dos diagramas de Bode para ângulo de fase mostrados 
na Figura 21B, é possível verificar a presença de duas fases 
heterogêneas para os sensores contendo NPAP. Cada fase heterogênea é 
apontada pelas setas na Figura 21B. O GCE apresentou apenas uma fase 
heterogênea, que é identificada como sendo a interface eletrodo|solução. 
As duas fases identificadas para os EQMs podem ser prontamente 
definidas. Uma delas é a interface GCE|filme NPAP, e a outra fase é 
filme NPAP|solução. Mesmo que o sensor contendo NPAP-Co
2+
 tenha 
apresentado perfil diferenciado no diagrama de Nyquist, o mesmo 
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sensor apresentou diagrama de Bode semelhante aos demais EQMs, o 
que significa que o filme modificador está presente.  
 De acordo com as imagens de TEM, com os voltamogramas 
cíclicos e os diagramas de impedância, foi possível, indubitavelmente, 
caracterizar a formação das nanopartículas de azul da Prússia 
encapsuladas por complexo de melanina-M
n+
, e a imobilização destes 
compostos sobre a superfície do carbono vítreo. As próximas etapas a 
partir daqui foram a aplicação deste nanomaterial na reação de oxidação 
de H2O2, sua caracterização analítica e posteriormente, a análise de 
H2O2 em amostras comerciais. 
 
5.6 OTIMIZAÇÃO DAS CONDIÇÕES EXPERIMENTAIS PARA 
GCE-NPAP 
 
No presente trabalho, os melhores resultados em termos 
analíticos para GCE foram obtidos para a oxidação do peróxido sob Eapp 
constante de +1,5 V. Nesta seção, foram avaliados os mesmos 
parâmetros para o GCE quimicamente modificado com NPAP-
melanina-M
n+
, os quais foram chamados de sensores eletroquímicos. 
Foram obtidos cronoamperogramas a +1,5 V para os sensores 
eletroquímicos, e estes são reunidos e apresentados na Figura 22.  
O gráfico com o resultado obtido para GCE sem modificação 
que já havia sido apresentado é mostrado mais uma vez para efeito de 
comparação. A Figura 22-curva a, mostra o cronoamperograma obtido a 
+1,5 V para o GCE em solução tampão BR 0,1 mol L
-1
 + KCl 0,1 mol   
L
-1
 após cinco adições de 100 µL de uma solução de H2O2 1,0 mmol L
-1
. 
Nota-se claramente que a corrente referente à oxidação do H2O2 
aumenta com o aumento da concentração deste composto na célula 
eletroquímica. Porém, os melhores resultados para a oxidação do 
peróxido foram obtidos quando o mesmo experimento foi realizado com 
os eletrodos modificados com os complexos de NPAP encapsuladas 



















Figura 22. Cronoamperogramas obtidos para GCE (a) e NPAP 









 (e) após cinco adições consecutivas de 100 µL de solução de 





 A melhora da performance analítica para os sensores propostos 
se deve à presença dos modificadores sobre a superfície do GCE. O 
desempenho do sensor composto por GCE modificado por NPAP-
melanina-Co
2+
 não foi semelhante aos demais análogos. As adições 
sucessivas de peróxido à célula obtiveram um aumento de corrente 
muito baixo (Fig. 22-curva e), que pode ser comparado ao GCE sem 
modificação (Fig. 22-curva a). Assim, a modificação com NPAP-Co
2+
 
apresentou um desempenho inferior no que diz respeito ao ganho de 
corrente. Pode-se perceber que o filme formado por este modificador 
não permanece durante muito tempo junto à superfície do substrato de 
carbono vítreo depois que o experimento é iniciado. Mesmo assim, este 
sensor foi testado na próxima etapa da otimização das condições 




5.6.1 Influência do Eapp 
 
Diversos Eapp entre -2,0 V e +2,0 V foram testados mais uma 
vez para verificar-se o desempenho dos sensores propostos nas reações 
de oxidação ou redução do H2O2, e a Figura 23 apresenta um gráfico 
ilustrativo dos resultados obtidos com este estudo. Obtiveram-se 
resultados consideráveis para Eapp entre +1,0 V e +1,5 V, como 
demonstrado na Figura 23. A maior resposta de corrente para todos os 
sensores avaliados foi verificada para Eapp de +1,5 V. Por conseguinte, 
os sensores preparados aqui fazem aumentar o sinal de resposta da 
reação de oxidação do H2O2. Faz-se uma exceção ao sensor composto 
por NPAP-melanina-Co
2+
, que novamente não teve um desempenho 
semelhante aos demais sensores. De qualquer maneira, o sensor 
contendo NPAP-Co
2+
 obteve uma resposta de corrente para a oxidação 
do H2O2 superior ao GCE. 
 
Figura 23. Influência do potencial aplicado nas reações de 
oxidação/redução de solução 1,0 mmol L
-1
 de H2O2 para GCE (a - ) e 
NPAP encapsuladas por complexos de melanina com Fe
3+
 (b - ), Cu
2+
 
(c - ), Ni
2+
 (d - ) ou Co
2+
 (e - ). 
 
 Neste estudo particular, o sensor de NPAP-Ni
2+
 obteve sinais 





, que apresentaram as maiores respostas para a 
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reação de interesse. As respostas de corrente para a reação do peróxido 
em outros Eapp diferentes de +1,5 V, foram muito inferiores em todos os 
casos.  
 
5.6.2 Influência do pH 
 
 O efeito do pH também foi avaliado novamente, agora para os 
sensores. Foram obtidos cronoamperogramas na faixa de pHs entre 2,0 e 
12,0 porém, a oxidação do H2O2 não foi observada em soluções com pH 
acima de 9,0. Além do mais, outro fator importante para a ausência de 
condições necessárias para promover a reação de interesse, é de que a 
melanina torna-se altamente solúvel em pH 8,3 devido a sua 
desprotonação, transformação em uma espécie iônica e consequente 
aumento de sua hidrofilicidade. Desta forma, a faixa de pH realmente 
explorada foi de 2,0 a 8,0.  
A Figura 24 ilustra o estudo de pH citado acima, em que é 
possível observar visualmente o pH ideal para cada sensor diferente. A 
Tabela 5 apresenta os valores de corrente obtidos com a oxidação do 
H2O2 para cada sensor, apenas no pH em que foi obtida a melhor 
resposta. Estes valores de pH foram utilizados nas medidas 
subsequentes para cada sensor eletroquímico. 
O sensor construído com NPAP-Co
2+
 não apresentou 
desempenho compatível com os demais sensores. As respostas de 
corrente para as adições de peróxido não foram de valores semelhantes 
àqueles obtidos para os outros três sensores. Duas possibilidades podem 
explicar o fato de o sinal analítico para o sensor contendo Co
2+
 não ser 
semelhante aos demais sensores em comparação ao GCE: as NPAP-
Co
2+
 não permanecem junto a superfície do eletrodo durante a medida, 
pois lixiviam para a solução, ou as nanopartículas contendo Co
2+
 podem 
bloquear a área do eletrodo, possibilidade esta muito remota pois as 
NPAP são conhecidamente compostos condutores e conseguem 
aumentar o sinal das reações de oxidação ou de redução do H2O2. 
Conforme já sugerido, a melanina poderia bloquear a superfície do 
eletrodo, mesmo que as quantidades utilizadas na síntese dos complexos 






Figura 24. Efeito do pH da solução tampão BR na corrente de oxidação 
de 100 µL de solução de H2O2 1,0 mmol L
-1
 para GCE (a - ) e NPAP 
encapsuladas por complexos de melanina-Fe
3+
 (b - ), Cu
2+
 (c - ), 
Ni
2+
 (d - ) ou Co
2+
 (e - ). 
 
 
Tabela 5. Incrementos de corrente para os eletrodos de trabalho na 
oxidação do H2O2 1,0 mmol L
-1 
em solução tampão BR 0,1 mol L
-1
 + 
KCl 0,1 mol L
-1
 com Eapp de +1,5 V. 
Eletrodo pH  i / µA 
GCE 6,0  7,48 
NPAP-Fe
3+
-GCE 7,0  18,2 
NPAP-Cu
2+
-GCE 5,0  17,7 
NPAP-Ni
2+
-GCE 6,0  15,6 
NPAP-Co
2+
-GCE 6,0  11,3 
 
Levando-se em consideração o comportamento do eletrodo 
modificado supracitado nas caracterizações por CV e EIS, pode-se 
sugerir que a modificação dos eletrodos de trabalho com NPAP-Co
2+
 







5.7 CARACTERIZAÇÃO ANALÍTICA 
 
 A avaliação do desempenho dos sensores propostos para 
determinação de H2O2 em amostras comerciais foi realizada com uso de 
parâmetros de validação. O estudo completo de validação foi dividido 
em duas partes. Na primeira parte, foram descritos os parâmetros de 
linearidade, curvas de calibração, sensibilidade, limite de detecção e 
limite de quantificação, porque estes não necessitam de análise em 
amostras complexas nem método comparativo, apenas com uso de 
soluções padrão.  
Na segunda parte, foram descritos os parâmetros de validação 
que necessitam de comparações dos resultados obtidos com soluções 
padrão, amostra e método comparativo. Estes parâmetros são 
seletividade, exatidão, precisão e robustez. 
 Esta divisão foi feita para adequar-se à divisão em capítulos do 
trabalho. No capítulo atual (Capítulo 5), estão sendo apresentados os 
resultados referentes à metodologia analítica para detecção de H2O2 por 
amperometria. No Capítulo 6 serão apresentados resultados referentes à 
determinação de H2O2 em amostras comerciais de uso cosmético e de 
higiene pessoal. Assim, os parâmetros de validação apresentados na 
segunda parte, conforme já esclarecido, só podem ser discutidos após a 
realização de determinações analíticas em amostras.  
Quatro sensores eletroquímicos para H2O2 livres de enzimas 
foram construídos para testar as propriedades eletrocatalíticas e 
sensibilidade dos mesmos. Os sensores são constituídos por 














resultados obtidos nesta seção foram comparados com aqueles obtidos 
para o GCE.   
 
5.7.1 Linearidade e curvas de calibração  
 
Uma vez que os parâmetros experimentais tenham sido 
otimizados para culminar com a melhor resposta possível para a reação 
de interesse, foi possível obter curvas de calibração para cada sensor. 
Neste momento do trabalho, não se faz necessário obter uma curva de 
calibração para o sensor contendo NPAP-Co
2+
 pois este modificador não 
apresentou resultados satisfatórios que justifiquem o prosseguimento do 
seu uso. Com uso das curvas de calibração, outros parâmetros de 
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validação puderam ser obtidos. A linearidade foi avaliada de acordo 
com o coeficiente de determinação (r²) dos pontos da curva de 
calibração.  







adicionaram-se alíquotas de volume adequado de uma solução padrão de 
H2O2 0,2 mol L
-1
 à célula eletroquímica contendo como eletrólito 
suporte solução tampão BR 0,1 mol L
-1
 + KCl 0,1 mol L
-1
, com pH 
ajustado para aquele valor otimizado para cada sensor. Obteve-se uma 
curva de calibração para o GCE para comparação. Os amperogramas 
resultantes das adições citadas acima são apresentados na Figura 25. A 
inserção nestes amperogramas refere-se à curvas de calibração, que por 
sua vez correspondem a uma média de três curvas de calibração 
independentes (n = 3). Mais à frente, será apresentada uma tabela com 
informações compiladas das características analíticas das curvas de 
calibração extraídas da Figura 25.  
 
Figura 25. Cronoamperogramas obtidos a +1,5 V em solução tampão 
BR 0,1 mol L
-1
 + KCl 0,1 mol L
-1
 para adições sucessivas de H2O2 em 
concentrações entre 0,1 e 13,0 mmol L
-1
 para GCE (A) e sensores 





 (C) ou Ni
2+









Os dados apresentados na Figura 25 demonstram claramente 
que a corrente aumentou linearmente de acordo com a concentração de 
H2O2. Usou-se a faixa linear de trabalho de concentração entre 0,1 e 
13,0 mmol L
-1
. As curvas de calibração mostraram boa linearidade na 
faixa de concentrações de 0,1 a 13,0 mmol L
-1
. O sensor contendo 
NPAP-Fe
3+
 apresentou um r² de 0,9971 e isso faz com que ele obtenha a 
melhor linearidade entre os sensores testados. Contudo, todos os outros 
sensores incluindo o GCE, apresentaram valores de r² muito próximos, o 
que mostra o bom desempenho dos sensores eletroquímicos na geração 
de sinal analítico de H2O2. Estes valores citados acima serão 
apresentados na Tabela 6. 
 
5.7.2 Sensibilidade  
 
A partir destas curvas, pode-se obter informações importantes a 
respeito do desempenho analítico dos sensores. Uma destas informações 
é a equação de reta, a qual informa sobre a sensibilidade de calibração 
de cada sensor ao analito. A Tabela 6 traz as equações de reta referentes 
às curvas de calibração da Figura 25.  
As equações de reta trazem embutidas nelas, a inclinação das 
curvas de calibração. Este parâmetro indica a sensibilidade. A partir das 
inclinações mais acentuadas para os sensores contendo NPAP-M
n+
 é 
possível afirmar que a sensibilidade dos sensores propostos é maior do 




Tabela 6. Equações de reta para os sensores eletroquímicos. 
Sensor Equação de reta 
GCE i/μA = -4,59 + 115,2(H2O2)/ mmol L
-1
 (r² = 0,9969) 
NPAP-Fe
3+
 i/μA = 5,18 + 472,8(H2O2)/ mmol L
-1
 (r² = 0,9971) 
NPAP-Cu
2+
 i/μA = 2,47 + 407,5(H2O2)/ mmol L
-1
 (r² = 0,9961) 
NPAP-Ni
2+
 i/μA = 3,22 + 403,9(H2O2)/ mmol L
-1
 (r² = 0,9955) 
 
 Os valores de inclinação são dados em unidade de µA L µmol
-1
. 
O sensor contendo NPAP-Fe
3+
 apresentou de novo a maior sensibilidade 
à detecção de H2O2. Neste parâmetro, cabe ressaltar que os valores de 
inclinação das curvas de calibração para os EQMs foi muito maior que o 
valor obtido para o GCE, cerca de quatro vezes maior. Este fator 
contribui para se afirmar que a modificação do GCE com NPAP 
encapsuladas por complexos de melanina-M
n+
 é satisfatória porque faz 
aumentar em quatro vezes a sensibilidade do sensor. 
 
5.7.3 Limites de detecção e de quantificação 
 
Os valores de LD e LQ foram obtidos com base nos parâmetros 
da curva de calibração. Os valores de LD e LQ foram calculados de 
acordo com as equações seguintes (RIBANI et al. 2004): 
      
  
 
                                                                                            (5) 
     
  
 
                                                                                             (6) 
onde DP é o desvio padrão do coeficiente linear das curvas de 
calibração, e S é o coeficiente angular da reta. O LD calculado para a 
detecção de H2O2 utilizando o GCE foi de 4,50 µmol L
-1
 e o LQ para o 
mesmo eletrodo foi de 13,5 µmol L
-1
.  
Quando a detecção de H2O2 foi realizada utilizando-se os 
eletrodos modificados com NPAP encapsuladas com complexos de 
melanina-M
n+
, os valores de LD e LQ foram mais baixos para todos os 
casos. A relação completa destes valores pode ser vista na Tabela 7. Os 







Tabela 7. Parâmetros analíticos avaliados para a detecção de H2O2 
































0,9969 0,9971 0,9961 0,9955 




115,2 472,8 407,5 403,9 
Desvio padrão da 




1,67 1,21 1,16 1,16 
Intercepto (µA) -4,59 5,18 2,47 3,22 
Desvio padrão do 
intercepto (µA) 
0,16 0,02 0,04 0,07 
LD (µmol L
-1















1,20 1,71 1,47 1,89 
a
Desvio padrão relativo (%)          
b
n = 5  
 
Estes resultados apresentados na Tabela 7 foram considerados 
como sendo muito positivos e satisfatórios, e puderam ser comparados a 
outros sensores eletroquímicos não enzimáticos para H2O2. Por 
exemplo, um sensor composto por filme de ouro nanoporoso modificado 
com azul da Prússia (GHADERI, 2014) apresentou um LD de 0,36 
µmol L
-1
, valor próximo ao encontrado neste trabalho. Para um eletrodo 
de cobre modificado com “nanoflores” de CuO (SONG, 2010), foi 
obtido um LD de 0,16 µmol L
-1
, enquanto que um sensor baseado em 
cobre/silício poroso (ENSAFI, 2014) obteve um LD de 0,27 µmol L
-1
.  
Outro sensor para H2O2 composto por hexacianoferrato de 
níquel/quitosana/nanotubos de carbono obteve um valor de LD de 0,28 
µmol L
-1
. Os sensores eletroquímicos propostos neste trabalho 
alcançaram limites de detecção mais baixos quando comparados a 
outros sensores não enzimáticos contendo nanopartículas metálicas 
como catalisadores das reações de interesse. Por exemplo, um sensor 
composto por NP de prata (SHI, 2011) forneceu um LD de 1,6 µmol L
-1
, 
enquanto outro sensor composto por nanoclusters de prata (LI, 2013) 




5.7.4 Repetibilidade intradia e interdia 
 
A repetibilidade e estabilidade dos filmes foram testadas a partir 
das respostas de corrente fornecidas pelos diferentes sensores, 
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verificadas através de medidas intradia e interdia, utilizando uma 
solução padrão de H2O2 1,0 mmol L
-1
 sob condições otimizadas. Cinco 
filmes diferentes foram obtidos sobre GCE para cada NPAP diferente. 
Testou-se a resposta de corrente da oxidação de H2O2 com soluções na 
mesma concentração preparadas no mesmo dia. As correntes foram 
obtidas dos cronoamperogramas correspondentes. Os desvios padrões 
relativos (DPR) foram calculados a partir destas correntes obtidas para 
as cinco medidas independentes dos filmes. Para o GCE, o DPR foi de 
0,65%, enquanto que para os sensores compostos por NPAP 
encapsuladas por complexos de melanina-M
n+
, os DPR foram 0,90%, 







, respectivamente.  
A repetibilidade dos filmes foi também verificada através da 
obtenção da resposta de corrente para H2O2 durante cinco dias com 
soluções deste analito na concentração de 1,0 mmol L
-1
. O DPR para as 
medidas interdia também foram calculados. O DPR para o GCE foi de 
1,20%, enquanto que para os sensores compostos por NPAP 
encapsuladas por complexos de melanina-M
n+
, os DPR foram 
respectivamente 1,71%, 1,47% e 1,89%, para sensores contendo os 







Além disto, a resposta de corrente para solução de H2O2 1,0 
mmol L
-1
 foi verificada durante seis meses, para se obter informações a 
respeito da estabilidade dos filmes contendo os modificadores, e o DPR 
foi calculado para cada sensor. Estimou-se um DPR de 1,92% para o 
GCE, e para os sensores compostos por NPAP encapsuladas por 
complexos de melanina-M
n+
, os DPR foram 3,08%, 3,52% e 3,20%, 







. A obtenção de desvios padrão um pouco maiores 
está associada a possível aglomeração das NPAP com o tempo, e ainda a 
possibilidade de lixiviação dos filmes. Os resultados obtidos neste 
trabalho sustentam o fato de que os sensores propostos se adéquam 








6 APLICAÇÃO DOS SENSORES DESENVOLVIDOS 
 
O emprego dos sensores amperométricos não-enzimáticos foi 
demonstrada através da aplicação dos mesmos na análise quantitativa de 
H2O2 em amostras comerciais de uso cosmético e de higiene pessoal. As 
classes de amostras comerciais foram as seguintes: creme para 
clareamento dental utilizado em tratamento doméstico, enxaguante 
bucal para clareamento dos dentes, solução antisséptica para pele e 
creme para descoloração de pelos e cabelos. 
 
6.1 DETERMINAÇÃO DE H2O2 EM CREME PARA 
CLAREAMENTO DENTAL 
 
6.1.1 Resultados e discussão 
 
Foram realizadas três determinações independentes para cada 
sensor com a obtenção de curvas de adição de padrão, pela técnica de 
cronoamperometria. Para a construção das curvas de adição de padrão 
foi utilizado o valor médio da corrente obtida para as três medições da 
quantidade de H2O2 presente na amostra. As curvas de calibração 
externa são aquelas apresentadas na Figura 25. Os dados obtidos nesta 
série estão reunidos na Tabela 8. As características analíticas são 
comentadas a seguir. 
 
Tabela 8. Determinação de H2O2 em creme para clareamento dental 



















GCE 9,50 9,08 -4,8 2,12 1,10 
NPAP-Melanina-Fe
3+
 9,50 9,86 +3,3 3,68 1,07 
NPAP-Melanina-Cu
2+
 9,50 10,1 +5,9 1,82 1,12 
NPAP-Melanina-Ni
2+
  9,50 10,2 +6,9 2,26 1,14 
Titulação 
Potenciométrica 
9,50 9,54 - 1,10 1,00 
a
 Er = Erro relativo entre os valores do método proposto e da titulação 
potenciométrica. 
b 
Valor teórico = 4,30          
c





 Alguns parâmetros obtidos através das curvas de adição de 
padrão de cada sensor foram comparados àqueles obtidos pelas 
respectivas curvas de calibração. Como exemplo, pode-se citar 
primeiramente os coeficientes de determinação das curvas de adição de 
padrão. Os valores de r² para cada uma das curvas diferentes são 
semelhantes entre si. Os valores de r² foram 0,9916, 0,9992, 0,9994 e 
0,9995 para respectivamente o GCE, e para os sensores de NPAP 







estes valores são muito próximos daqueles apresentados na Tabela 6. Os 
valores de r² aumentaram na presença de interferentes, porém a 
quantidade de cinco pontos faz diferença em relação às curvas de 
calibração externa, que os valores de r² foram calculados para quinze 





 A seletividade do GCE e dos três sensores de NPAP 







obtida pela comparação entre as inclinações das curvas de calibração 
externa e de adição de padrão. Os resultados foram considerados muito 
bons, com uma pequena diferença nos valores entre si, porém aceitável. 
As inclinações das equações de reta das curvas de calibração e de adição 







 estão reunidos na Tabela 9. Estes 
valores estão na mesma ordem de grandeza que aqueles apresentados na 
Tabela 6 para as curvas de calibração.  
 
Tabela 9. Inclinações das equações de reta para cada um dos sensores 
eletroquímicos obtidas através de curva de calibração externa e de 
adição de padrão. 
Sensor Curva de calibração* Adição de padrão* 
GCE 115,2 (+ 1,67) 104,0 (+ 1,71) 
NPAP-Melanina-Fe
3+
 472,8 (+ 1,21) 492,1 (+ 1,54) 
NPAP-Melanina-Cu
2+
 407,5 (+ 1,16) 444,8 (+ 1,19) 
NPAP-Melanina-Ni
2+
 403,9 (+ 1,16) 441,1 (+ 1,96) 





 A seletividade de um método pode ainda ser obtida por outras 
maneiras (RIBANI et al. 2004) porém a comparação entre as duas 
inclinações mostradas na Tabela 10 é bastante confiável. A Figura 26 
apresenta as curvas de calibração externa e de adição de padrão para 
cada sensor utilizado na determinação de H2O2 no creme para 
clareamento dental. 
 
Figura 26. Curvas de calibração externa e de adição de padrão para 
determinação de H2O2 em creme para clareamento dental e curva de 
calibração para GCE (A) e sensores compostos por NPAP encapsuladas 










A concentração determinada de H2O2 na amostra analisada por 
titulação amperométrica está de acordo com o conteúdo de peróxido 
determinado pelo método comparativo. Este parâmetro representa a 
exatidão do método proposto. De acordo com a Tabela 8, o método 
comparativo e o método proposto exibiram também concordância com o 
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valor rotulado para a quantidade de H2O2. Como mencionado 
anteriormente, a titulação potenciométrica com permanganato de 
potássio (KMnO4) 0,02 mol L
-1
 como titulante, foi utilizada como 
método comparativo.  
 O erro relativo Er corrobora com as afirmações escritas acima. 
Além disso, ensaios de recuperação foram realizados para investigar a 
exatidão do método proposto com os novos sensores. Cinco adições 
foram realizadas à célula eletroquímica, a partir de uma solução padrão 
de H2O2 0,2 mol L
-1
 com adição de volume adequado para fornecer 
concentrações finais de H2O2 na célula de 1,0, 7,0 e 13,0 mmol L
-1
.  
As recuperações para a amostra ficaram entre 97,3 e 110,1%, 
incluindo todos os três sensores desenvolvidos e o GCE. Este conjunto 
de experimentos mostra boa exatidão que está relacionada aos sensores 
não-enzimáticos propostos. Em validação de métodos analíticos, são 
admitidos valores de recuperação que estejam entre 80 e 120% 




 Uma análise estatística foi realizada para os dados obtidos com 
os sensores propostos e com o método comparativo. Aplicando-se o 
teste-t e o teste F, todos os valores de t e de F calculados foram menores 
do que os valores teórico e crítico, respectivamente, conforme indicado 
na Tabela 8.  
Isto significa que os sensores desenvolvidos neste trabalho, com 
substrato de carbono vítreo, fornecem dados precisos e exatos 
comparáveis ao método comparativo de titulação potenciométrica. Estas 
descobertas confirmaram que os sensores de NPAP encapsuladas por 






 em substrato de carbono 
vítreo podem ser devidamente utilizados para detecção de H2O2. O 
sensor contendo NPAP encapsuladas pelo complexo de melanina-Co
2+
 
não apresentou bons resultados nos testes de desempenho e por isso não 




 A robustez de um método é a capacidade de se manter a 
seletividade, exatidão e precisão mesmo com pequenas variações nas 
condições ótimas de análise. Neste trabalho, a robustez foi avaliada para 
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os filmes contendo os modificadores através da obtenção de curvas de 
adição de padrão com variações de pH de + 0,2 unidades. Obtiveram-se 
curvas de adição de padrão apenas para o sensor contendo NPAP-Fe
3+
, 
pois este foi o que apresentou os melhores resultados com as curvas de 
calibração externa e curvas de adição de padrão.  
 A Tabela 10 apresenta os dados obtidos com estes 
experimentos. São mostrados as inclinações das equações da melhor 
reta, os coeficientes de determinação dos pontos e ainda os valores do 
teste F, para cada valor de pH testado.  
 
Tabela 10. Dados obtidos com curvas de adição de padrão para 
avaliação da robustez do método, utilizando o sensor contendo NPAP-
Fe
3+
 na quantificação de H2O2 em creme para clareamento dental. 







6,8 483,6 0,9951 9,79 1,03 
7,0 492,1 0,9994 9,86 1,07 
7,2 493,8 0,9957 9,87 1,08 
* Fcrítico = 19,0 
 
 De acordo com os dados obtidos nestes experimentos, pode-se 
afirmar que a seletividade do método se mantém praticamente 
inalterada, visto que as inclinações das equações de reta das curvas de 
adição de padrão são muito semelhantes para as pequenas variações nos 
valores de pH da solução. A exatidão mantém-se mesmo com a 
alteração no valor de pH da solução. Não houve mudança significativa 
nos valores da quantidade de H2O2 no creme para clareamento dental 
analisado, encontrados nos três experimentos realizados. Com base nos 
valores de quantidade de H2O2 encontrada, calculou-se os valores de F 
para cada uma das determinações. Os valores obtidos ficaram muito 
próximos entre si, indicando que a precisão se mantém.  
 Pode-se afirmar que o método proposto mantém os parâmetros 
de seletividade, exatidão e precisão para variações no pH da solução de 






6.1.2 Considerações parciais 
 
 A determinação de H2O2 em creme para clareamento dental foi 
realizada com eficiência pelo método proposto. Obtiveram-se 
parâmetros de validação satisfatórios. A linearidade foi semelhante entre 
as curvas de calibração externa e de adição de padrão, e todos os 
sensores mostraram seletividade. O tratamento estatístico dos dados 
mostrou que existem exatidão e precisão, e estes parâmetros resistem a 
pequenas variações de condições experimentais, assim como a 
seletividade do método, que indicam robustez. O método proposto 
provou-se exato.  
 
6.2 DETERMINAÇÃO DE H2O2 EM ANTISSÉPTICO 
 
6.2.1 Resultados e discussão 
 
Foram realizadas três determinações independentes para 
obtenção de curvas de adição de padrão, pela técnica de 
cronoamperometria. Para a construção das curvas de calibração foi 
utilizado o valor médio da corrente obtida para as três medições da 
quantidade de H2O2 presente na amostra. Os dados obtidos nesta série 
estão reunidos na Tabela 11. 
 
Tabela 11. Determinação de H2O2 em solução antisséptica com GCE e 





















GCE 3,00 3,09 +2,00 2,18 1,04 
NPAP-Melanina-Fe
3+
 3,00 3,03 0,00 1,78 1,00 
Titulação 
Potenciométrica 
3,00 3,03 - 1,13 1,00 
a
 Er = Erro relativo entre os valores do método proposto e da titulação 
potenciométrica. 
b 
Valor teórico = 4,30    
c




Daqui em diante, foi realizada apenas a determinação do analito 
usando o sensor composto por NPAP-Fe
3+
, pois ele apresentou os 
melhores resultados em todos os estudos até então. Sendo assim, não se 
faz necessário a utilização dos outros sensores porque não se espera que 
os demais sensores eletroquímicos venham a obter resultados melhores 
do que aquele composto por NPAP-Fe
3+
. 
A Figura 27 apresenta a representação das curvas de calibração 
externa e de adição de padrão para o sensor utilizado na determinação de 
H2O2 na solução antisséptica. 
 
Figura 27. Curvas de adição de padrão para determinação de H2O2 em 








 A linearidade foi obtida na curva de adição de padrão e 
comparada àquela obtida pela respectiva curva de calibração externa. De 
acordo com os coeficientes de determinação das curvas de adição de 
padrão, pode-se afirmar que a linearidade foi próxima para o GCE e 
para o sensor NPAP-Fe
3+
. Os respectivos valores de r² para as curvas de 
adição de padrão são 0,9958 e 0,9970. Todos estes valores são muito 




 A seletividade do GCE e do sensor contendo NPAP-Fe
3+
 foi 
obtida pela comparação entre as inclinações das curvas de calibração e 
de adição de padrão. Os resultados foram considerados muito bons, com 
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uma pequena diferença nos valores entre si. As inclinações das curvas 
de adição de padrão para o GCE e para o sensor construídos com 
complexos de melanina com Fe
3+
, foram respectivamente 107,3 e 443,9 
μA L mmol
-1
. Estes valores estão na mesma ordem de grandeza que 




A concentração determinada de H2O2 na amostra de solução 
antisséptica por cronoamperometria está de acordo com o conteúdo de 
peróxido rotulado pelo fabricante, indicando que o método proposto é 
exato. De acordo com a Tabela 12, o método comparativo de titulação 
potenciométrica com KMnO4 0,02 mol L
-1
 como titulante, exibiu 
também concordância com o valor rotulado para a quantidade de H2O2. 




 A análise estatística foi realizada para os dados obtidos com os 
sensores propostos e com o método comparativo. Aplicando-se o teste-t 
e o teste F, todos os valores calculados foram menores do que os valores 
teórico e crítico, conforme indicado na Tabela 11. Isto significa que o 
sensor desenvolvidos neste trabalho e que foi aplicado nesta 
determinação (NPAP-Fe
3+
), fornecem dados precisos e exatos 
comparáveis ao método oficial de titulação redox. Tem-se desta 
maneira, a confirmação de que o sensor de NPAP encapsuladas por 
complexos de melanina com Fe
3+
, em substrato de carbono vítreo pode 
ser devidamente utilizado para detecção de H2O2 em amostra comercial 




Neste trabalho, a robustez foi avaliada através da obtenção de 
curvas de adição de padrão com variações de pH de + 0,2 unidades. A 
Tabela 12 apresenta os dados obtidos com estes experimentos. São 
mostradas as inclinações das equações da melhor reta, os coeficientes de 
determinação dos pontos e ainda os valores do teste F, para cada valor 





Tabela 12. Dados obtidos com curvas de adição de padrão para 
avaliação da robustez do método, utilizando o sensor contendo NPAP-
Fe
3+
 na quantificação de H2O2 em solução antisséptica. 







6,8 461,7 0,9957 3,04 1,01 
7,0 443,9 0,9970 3,03 1,00 
7,2 447,1 0,9953 3,03 1,00 
* Fcrítico = 19,0 
 
 De acordo com os dados obtidos nestes experimentos, pode-se 
afirmar que a seletividade do método se mantém praticamente 
inalterada, a exatidão mantém-se mesmo com a alteração no valor de pH 
da solução assim como a precisão, pois o cálculo dos valores de F para o 
sensor com NPAP-Fe
3+
 ficou com valor próximo ao da curva de 
calibração externa do mesmo sensor, portanto apresentou robustez. 
 
6.2.2 Considerações parciais 
 
A determinação de H2O2 em solução antisséptica utilizando 
sensor eletroquímico composto por NPAP-Fe
3+
-melanina foi realizada 
com sucesso. Todos os parâmetros de validação foram satisfatórios. 
Curvas de calibração externa e de adição de padrão apresentaram 
linearidade semelhante entre si. Seletividade, exatidão e precisão foram 
evidenciados, assim como a robustez de método. O método proposto 
provou-se reprodutível. 
 
6.3 DETERMINAÇÃO DE H2O2 EM ENXAGUANTE BUCAL 
 
6.3.1 Resultados e discussão 
 
Foram realizadas três determinações independentes para cada 
amostra com a obtenção de curvas de adição de padrão, pela técnica de 
cronoamperometria. Para a construção das curvas de calibração foi 
utilizado o valor médio da corrente obtida para as três medições da 
quantidade de H2O2 presente na amostra. Os dados obtidos nesta série 
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estão reunidos na Tabela 13. A Figura 28 apresenta a representação 
gráfica destas curvas citadas acima. 






















GCE 1,50 1,43 -5,30 3,46 1,11 
NPAP-Melanina-Fe
3+
 1,50 1,47 -2,65 2,59 1,05 
Titulação 
Potenciométrica 
1,50 1,51 - 2,25 1,00 
a
 Er = Erro relativo entre os valores do método proposto e da titulação 
potenciométrica. 
b 
Valor teórico = 4,30           
c
 Valor crítico = 19,0 
 
Figura 28. Curvas de calibração externa e de adição de padrão para 
determinação de H2O2 em enxaguante bucal e curva de calibração para 







Os coeficientes de determinação das curvas de adição de padrão 
foram comparados com aqueles das curvas de calibração apresentados 
na Tabela 6. Os valores de r² são semelhantes entre si. Os valores de r² 
foram 0,9958, 0,9995 para respectivamente o GCE e o sensor de NPAP 








 A seletividade do GCE e do sensor testado nesta seção foi 
obtida pela comparação entre as inclinações das curvas de calibração 
externa e de adição de padrão apresentadas na Figura 28. Houve 
pequena diferença entre os valores, mas pode-se considerar que os 
resultados foram bons. As inclinações das curvas de adição de padrão 
para o GCE e para o sensor construído com complexo de melanina com 
Fe
3+ 
foi respectivamente 124,4 e 537,0 μA L mmol
-1
. Estes valores estão 
na mesma ordem de grandeza que aqueles apresentados na Tabela 6 para 




A concentração determinada de H2O2 na amostra analisada por 
titulação potenciométrica com Ce(SO4)2 como titulante, está de acordo 
com o conteúdo de peróxido rotulado pelo fabricante. Este parâmetro 
representa a exatidão do método proposto. De acordo com a Tabela 13, 
o método comparativo exibiu também concordância com o valor 
rotulado para a quantidade de H2O2. O erro relativo Er corrobora com as 
afirmações escritas acima. Este conjunto de experimentos mostra boa 
exatidão que está relacionada ao método amperométrico proposto 




 A análise estatística foi realizada para os dados obtidos com os 
sensores propostos e com o método comparativo. Aplicando-se o teste-t 
e o teste F, todos os valores de t e de F calculados foram menores do que 
os valores teórico e crítico, respectivamente, conforme indicado na 
Tabela 13. Isto significa que o sensor desenvolvido neste trabalho e que 
foi aplicado nesta determinação (NPAP-Fe
3+
), fornece dados precisos e 
exatos comparáveis ao método oficial de titulação potenciométrica. 
Tem-se desta maneira, a confirmação de que o sensor de NPAP 
encapsuladas por complexos de melanina com Fe
3+
, em substrato de 
carbono vítreo pode ser devidamente utilizado para detecção de H2O2 






A robustez foi avaliada através da obtenção de curvas de adição 
de padrão com variações de pH de + 0,2 unidades. A Tabela 14 
apresenta os dados obtidos com estes experimentos, com exibição das 
inclinações das equações da melhor reta, os coeficientes de 
determinação dos pontos e ainda os valores do teste F, para cada valor 
de pH testado.  
 
Tabela 14. Dados obtidos com curvas de adição de padrão para 
avaliação da robustez do método, utilizando o sensor contendo NPAP-
Fe
3+
 na quantificação de H2O2 em enxaguante bucal. 







6,8 512,3 0,9962 1,44 1,08 
7,0 537,0 0,9995 1,47 1,05 
7,2 531,7 0,9949 1,47 1,05 
* Fcrítico = 19,0 
 
 De acordo com os dados obtidos nestes experimentos, pode-se 
afirmar que a seletividade, exatidão e precisão do método se mantém 
com a alteração no valor de pH da solução. Os cálculos dos valores de F 
para o sensor com NPAP-Fe
3+
 mostraram valor próximo ao da curva de 
calibração do mesmo sensor Deste modo, pode-se afirmar que a 
determinação de H2O2 em enxaguante bucal utilizando sensor 
eletroquímico composto por NPAP encapsuladas por complexo de 
melanina-Fe
3+
 apresentou robustez. 
 
6.3.2 Considerações parciais 
 
A determinação de H2O2 em solução de enxaguante bucal com 
uso de sensor eletroquímico composto por NPAP-Fe
3+
-melanina foi 
realizada com sucesso. Na avaliação dos parâmetros de validação, as 
curvas de calibração e de adição de padrão apresentaram linearidade 
semelhante para todos os sensores. Seletividade, exatidão e precisão são 
mantidas mesmo com pequenas variações no pH da solução. O método 





6.4 DETERMINAÇÃO DE H2O2 EM CREME PARA 
DESCOLORAÇÃO DE PELOS 
 
6.4.1 Resultados e discussão 
 
Foram realizadas três determinações independentes para cada 
amostra com a obtenção de curvas de adição de padrão, pela técnica de 
cronoamperometria. As curvas são mostradas na Figura 29. Para a 
construção das curvas de calibração foi utilizado o valor médio da 
corrente obtida para as três medições da quantidade de H2O2 presente na 
amostra. Os dados obtidos nesta série estão reunidos na Tabela 15. 
 
Tabela 15. Determinação de H2O2 em creme descolorante de pelos com 





















GCE 30,0 15,4 -19,8 4,58 1,55 
NPAP-Melanina-Fe
3+
 30,0 15,9 -17,1 4,14 1,46 
Titulação 
Potenciométrica 
30,0 19,2 - 2,98 1,00 
a
 Er = Erro relativo entre os valores do método proposto e da titulação 
potenciométrica. 
b 
Valor teórico = 4,30           
c
 Valor crítico = 19,0 
 
Os valores encontrados para esta amostra foram muito baixos. 
Por tratar-se de uma amostra não certificada, não se pode confiar valor 
fornecido pelo fabricante. De qualquer maneira, todos os valores 









Figura 29. Curvas de calibração externa e de adição de padrão para 
determinação de H2O2 em creme descolorante de pelos e curva de 




 Possíveis causas desta diferença são o preparo da amostra e 
estabilidade de H2O2 no meio em que ele se encontra (complexado). Os 
manuais de preparo de amostras contendo peróxido são descritos para 
métodos titulométricos. Contudo, não aplicou-se o preparo completo da 




 Os coeficientes de determinação das curvas de adição de padrão 
foram comparados com aqueles das curvas de calibração apresentados 
na Tabela 6. Os valores de r² apresentaram semelhança entre si. Os 
valores de r² foram 0,9899 e 0,9856 para respectivamente o GCE e o 






 A seletividade do GCE e do sensor testado nesta seção foi 
obtida pela comparação entre as inclinações das curvas de calibração 
externa e de adição de padrão. Houve diferença entre os valores, e neste 
caso não se pode considerar que os resultados sejam satisfatórios. As 
inclinações das curvas de adição de padrão para o GCE e para o sensor 
construído com complexo de melanina com Fe
3+ 
na determinação de 
H2O2 em creme descolorante não foram semelhantes àquelas obtidas 
pelas curvas de calibração. As inclinações para as determinações de 
H2O2 desta seção foram de respectivamente 194,4 e 706,3 μA L mmol
-1
. 
Estes valores estão em ordem de grandeza próxima dos valores de 
inclinação exibidos na Tabela 6 para as curvas de calibração, porém 
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nota-se pela Figura 29 que as curvas de calibração e de adição de padrão 
não são paralelas. Este comportamento é explicado para determinações 
em que o efeito de matriz é percebido. Uma maneira para contornar isto 




A concentração determinada de H2O2 na amostra analisada por 
titulação potenciométrica com Ce(SO4)2 como titulante, está abaixo do 
conteúdo de peróxido rotulado pelo fabricante. Este parâmetro 
representa a exatidão do método proposto. De acordo com a Tabela 15, 
o método comparativo exibiu certa concordância com o valor da 
quantidade de H2O2 encontrada para as determinações com GCE e com 
o sensor contendo NPAP-Fe
3+
. Todavia, os valores determinados não 
conferem com o valor rotulado. O erro relativo corroboram com as 
afirmações escritas acima. Este conjunto de experimentos não mostra 
exatidão.  
Possíveis causas para isto podem estar relacionadas com a 
amostra. Por ser um creme parcialmente solúvel em água, é possível que 
nem todo o H2O2 presente na amostra tenha sido extraído para a fase 
aquosa. Mesmo embora o H2O2 seja altamente solúvel no meio, é 
conhecido que as indústrias utilizam estabilizantes para peróxido 
(agentes quelantes), e que estes estabilizantes possam ser insolúveis em 
água, o que causaria a permanência de parte do H2O2 na fase orgânica. 
Deste modo, a determinação de H2O2 em creme descolorante foi 




 A análise estatística foi realizada para os dados obtidos com os 
sensores propostos e com o método comparativo. Aplicando-se o teste-t 
e o teste F, todos os valores de t e de F calculados foram menores do que 
os valores teórico e crítico, respectivamente, conforme indicado na 
Tabela 15, com exceção do GCE. Isto significa que embora os sensores 
testados nesta determinação não tenham obtido valores exatos, eles 
continuam com boa precisão. A titulação potenciométrica com Ce(SO4)2 
foi importante para verificar que o método proposto ainda mantém boa 






A robustez foi avaliada através da obtenção de curvas de adição 
de padrão com variações de pH de + 0,2 unidades. A Tabela 16 
apresenta os dados obtidos com estes experimentos, com exibição das 
inclinações das equações da melhor reta, os coeficientes de 
determinação dos pontos e ainda os valores do teste F, para cada valor 
de pH testado.  
 
Tabela 16. Dados obtidos com curvas de adição de padrão para 
avaliação da robustez do método, utilizando o sensor contendo NPAP-
Fe
3+
 na quantificação de H2O2 em creme descolorante de pelos. 




r² Valor encontrado 
(%) 
Teste F* 
6,8 673,2 0,9824 15,5 1,53 
7,0 706,3 0,9856 15,9 1,46 
7,2 699,5 0,9871 15,8 1,48 
* Fcrítico = 19,0 
 
 De acordo com os dados obtidos nestes experimentos, pode-se 
afirmar que a seletividade, exatidão e precisão do método se mantém 
com a alteração no valor de pH da solução, apesar do efeito de matriz 
observado pelas inclinações das curvas de adição de padrão. Mesmo que 
a exatidão não tenha sido comprovada, não houve variações nos 
parâmetros de validação com a mudança dos valores de pH nas 
determinações. Deste modo, pode-se afirmar que a determinação de 
H2O2 em creme descolorante de pelos utilizando sensor eletroquímico 





6.4.2 Considerações parciais 
 
A determinação de H2O2 em creme descolorante de pelos e 
cabelos usando sensor eletroquímico composto por NPAP-Fe
3+
-
melanina teve alguns resultados não satisfatórios. A curva de adição de 
padrão apresentou linearidade mais baixa em relação às demais 
determinações. A mesma curva de adição de padrão teve inclinação bem 
superior em relação à curva de calibração, mostrando pouca 
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seletividade. Exatidão e precisão foram prejudicadas por causa dos 
valores encontrados para H2O2 no creme. Mesmo com a separação da 
fase aquosa, a quantidade de H2O2 determinada pelo método difere 
daquele informado pelo fabricante. Todavia, a variação pequena de 










A determinação de H2O2 em amostras comerciais de uso 
cosmético e de higiene pessoal utilizando o método proposto neste 
trabalho obteve um desempenho satisfatório. As determinações de H2O2 
foram realizadas em cremes para clareamento dental, solução 
antisséptica, enxaguante bucal e creme descolorante de pelos e cabelos. 
Para amostra de creme descolorante não foi obtida exatidão nas análises 
eletroquímicas e titulação potenciométrica, ainda que o método tenha se 
apresentado robusto.  
A oxidação do H2O2 foi verificada em ambos os eletrólitos 
suporte num potencial de +1,4 V e a detecção ampermétrica foi 
realizada em Eapp de +1,5 V no pH otimizado para um dos sensores 
desenvolvidos. Estudo do comportamento eletroquímico elucidou que a 
reação de transferência de carga é controlada por difusão. 
As modificações da superfície do GCE com nanopartículas de 









 foram devidamente caracterizadas por TEM, CV e 









apresentaram tamanhos médios de respectivamente 11,2 nm, 
21,6 nm, 11,7 nm e 16,1 nm. Estes tamanhos foram determinadas a 
partir de imagens de TEM.  
Todos os sensores apresentaram melhora no sinal de oxidação 
do H2O2, em relação ao GCE. Esta melhora fez justificar o uso de EQM. 
Desenvolveu-se metodologia analítica para determinação de H2O2 e 
posterior aplicação dos sensores em amostras comerciais. 
A validação do método analítico apresentou bons resultados 
para as amostras de uso cosmético e de higiene pessoal. Apenas a 
determinação de H2O2 em creme descolorante de pelos não forneceu 
resultados exatos. Foram obtidos LD e LQ mais baixos do que aqueles 
encontrados na literatura para detecção de H2O2 com sensores não-
enzimáticos. As características analíticas obtidas com as curvas de 
adição de padrão foram satisfatórias.  
Comparou-se os dados obtidos pelo método proposto com 
aqueles obtidos pelo método comparativo de titulação potenciométrica. 
E ainda, os valores encontrados com as determinações foram 
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